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ZUSAMMENFASSUNG 
 
Untersuchungen mit Leberzellen der Maus haben gezeigt, dass auch Zellen, die 
nicht unmittelbar dem Immunsystem zugerechnet werden, eine antigen-
präsentierende Funktion übernehmen können. Ziel dieser Arbeit war es, das 
antigenpräsentierende Verhalten dieser hepatischen Sternzellen (HSC) auch für den 
Modellorganismus Ratte zu untersuchen. Dabei sollten auch Änderungen der 
antigenpräsentierenden Funktion in der fibrosierenden Leber auf molekularer und 
funktioneller Ebene aufgeklärt werden.  
Die antigenpräsentierende Funktion von HSC wurde sowohl in vitro, im Verlauf der 
Transdifferenzierung von HSC zu Myofibroblasten (MFB), als auch in vivo untersucht. 
Kultivierte aktivierte HSC exprimieren mRNA aller für den Prozess der 
Antigenpräsentation relevanten Gene wie RT1B, RT1D (- und -Kette) des  
MHC-II-Komplexes sowie der kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86. Die 
Expression nimmt allerdings im Verlauf der Transdifferenzierung ab. Nach 
Stimulation mit dem proinflammatorischen Zytokin IFN- nimmt die Expression der 
MHC-II-Gene (RT1B und RT1D) auf transkriptionaler und translationaler Ebene 
(RT1B) zu, während eine basale Proteinexpression von RT1B in HSC und MFB fehlt. 
Die antigenpräsentierende Funktionalität der HSC und MFB wurde außerdem mit 
antigen (gpMBP)- und MHC-II (RT1B)-spezifischen 53/4-Hybridoma-T-Zellen 
untersucht. Aktivierte HSC lösen eine RT1B-restringierte T-Zell-Antwort aus. Sie sind 
damit grundsätzlich in der Lage, Antigene zu prozessieren und zu präsentieren. Die 
spezifische Funktionalität der aktivierten HSC nimmt jedoch im Verlauf der 
Transdifferenzierung ab. MFB besitzen eine geringere Fähigkeit zur  
T-Zell-Aktivierung. Eine IFN--Stimulation bewirkt bei HSC und MFB nicht nur eine 
erhöhte MHC-II-Genexpression, sondern führt auch zu einer gesteigerten 
Antigenpräsentation, einhergehend mit verstärkter T-Zell-Aktivierung.  
Die Änderung des Immunstatus und Beteiligung von HSC wurde in vivo an zwei 
fibrotischen Rattenmodellen, bei denen entweder durch Ligatur des Gallenganges 
(BDL) oder durch toxische Zellschädigung mit Tetrachlorkohlenstoff (CCl4) eine 
Leberfibrose induziert wurde, untersucht. In beiden Modellsystemen der chronisch 
geschädigten Leber nimmt die Proteinexpression von RT1B (MHC II) signifikant zu. 
Im CCl4-Modell konnte dieses durch Western-Blot-Analysen und auch mit 
immunhistochemischen Färbungen belegt werden. Immunhistochemische Färbungen 
gegen RT1B und das HSC-spezifische Protein Desmin legen nahe, dass der für die 
veränderte MHC-II (RT1B)-Expression verantwortliche Zelltyp aktivierte HSC sind. 
Die Ergebnisse belegen, dass aktivierte HSC ähnlich wie bei der Maus, eine 
immunologische Funktion in der gesunden und der fibrotischen Leber übernehmen. 
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SUMMARY 
 
Studies with liver cells in mice have shown that even cells that are not directly 
attributed to the immune system can play an antigen-presenting function. The aim of 
this study was to investigate the behavior of these antigen-presenting hepatic stellate 
cells (HSC) in rat. Also changes of the antigen-presenting function in the fibrotic liver 
should be identified on a molecular and functional level. 
The antigen-presenting function of HSC is both in vitro, in the course of the 
transdifferentiation of HSC to myofibroblast (MFB), as well as in vivo investigated. 
Cultured activated HSC express mRNA for all the process of antigen presentation 
related genes, such as (RT1B, RT1D) (- and -chain) of the MHC II complex, and 
the co-stimulatory molecules CD80 and CD86. The expression, however, decreases 
during the course of transdifferentiation. After stimulation with the proinflammatory 
cytokine IFN-, the expression of the MHC II genes RT1B and RT1D on 
transcriptional and translational (RT1B) level is increasing, while lacking a basal 
protein expression of RT1B in HSC and MFB. The antigen-presenting function of 
HSC and MFB was also examined with antigen (gpMBP)- and MHC II (RT1B) 
specific 53/4 T hybridoma cells. Activated HSC are able to release a  
RT1B-restricted T-cell answer. They are in principle be able to process and to 
present antigens. The specific functionality of the activated HSC, however, decreases 
during the course of transdifferentiation. MFB have a lower capacity for T-cell 
activation. IFN- stimulation causes not only increased MHC II gene expression in 
HSC and MFB, but also leads to increased antigen presentation along with increased  
T-cell activation. 
The change of immune status and participation of HSC was examined in vivo in two 
models of liver fibrosis. The one in which the bile duct was ligated (BDL) and the 
other, where carbon tetrachloride (CCl4) triggers a toxic cell injury. In both model 
systems, the protein expression of RT1B (MHC II) increases significantly. In the  
CCl4 model this effect could be demonstrated in addition to Western blot analysis 
also by immunohistochemical staining. Immunohistochemical staining against RT1B 
and the HSC-specific protein desmin suggests that activated HSC are the cell type 
which is responsible for the changed MHC II (RT1B)-cell expression. The results 
show that, as in mice, activated HSC can take an immunological function in healthy 
and fibrotic liver. 
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1. EINLEITUNG 
1.1 Leberfibrose 
1.1.1 Die Pathogenese der Leberfibrose 
 
Die Leberfibrose stellt eine übermäßige Ablagerung extrazellulärer Matrix (EZM) in 
der chronisch geschädigten Leber dar. Sie ist eine Reaktionsform des Organismus 
auf eine Schädigung. Man unterscheidet zwei verschiedene Formen der Fibrose, die 
reparative und die reaktive Fibrose. Die reparative Fibrose wird von einigen Autoren 
als ein Reparaturmechanismus der Wundheilung bezeichnet [Canbay et al., 2004; 
Friedman, 2008]. Nach einem Gewebeverlust aufgrund akuter Schädigung kommt es 
zu einer Narbenbildung [Friedman et al., 1993; Knittel et al., 1994; Friedman et al., 
2003]. Bei der reparativen Leberfibrose werden verloren gegangene Zellen 
(Hepatozyten) durch Bindegewebe ersetzt. Im Rahmen chronisch einwirkender 
Noxen und Entzündungsreaktionen tritt die reaktive Leberfibrose auf, die diffus ist 
und die unbehandelt zur Leberzirrhose, mit den Folgen der portalen Hypertonie und 
Leberzellinsuffizienz, fortschreiten kann. Eine Leberfibrose wird hauptsächlich durch 
chronische und kontinuierliche Schädigung der Leber z.B. bei der chronischen 
Hepatitis B oder C, langjährigem Alkoholmissbrauch, einer Autoimmunhepatitis, der 
nicht alkoholischen Steatohepatitis (NASH), einer primär biliären Zirrhose mit einer 
Entzündung der kleinen Gallenwege (PBC) sowie durch andere Erkrankungen wie 
z.B. Hämochromatose, Morbus Wilson, Cholangitis und in seltenen Fällen durch 
medikamentöse Faktoren (z.B. Azathioprin) ausgelöst [Friedman, 1998].  
In einer normalen, gesunden Leber besteht ein Gleichgewicht von Bindegewebe-
produktion und Bindegewebeabbau. Das Bindegewebe besteht aus unterschied-
lichen Leberzelltypen und EZM. Die EZM besteht aus Proteinen (Kollagen, Elastin), 
Glykokonjugaten (strukturelle Glykoproteine, Proteoglykane) und Glykosamino-
glykanen (Hyaluronan). Im Rahmen der Leberfibrogenese wird dieses Gleichgewicht 
gestört, indem sich die Leberzellzahl, vor allem die der Hepatozyten in Folge von 
Apoptose oder Nekrose, verringert und die Matrixdegradation (Fibrolyse) im 
Verhältnis zur gesteigerten Matrixsynthese (Fibrogenese) vermindert wird [Gressner 
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und Schuppan, 1999]. Die auslösenden Noxen verursachen eine Schädigung der 
Leber-/Endothelzellen und eine Mobilisierung von Entzündungszellen. Sie führen 
darüber hinaus zur Freisetzung von Zytokinen und anderen Mediatoren (tumor 
necrosis factor- (TNF-, fibroblast growth factor (FGF), epidermal growth factor 
(EGF), transforming growth factor-/ (TGF- und TGF-β), platelet derived growth 
factor (PDGF), Interleukin-1,-6,-10 (IL-1, IL-6, IL-10), Interferon-gamma (IFN-)) die 
die Effektorzellen der Fibrogenese, hepatische Sternzellen, aktivieren und sie zur 
Bildung und Ablagerung von EZM anregen.  
Bei der Leberfibrose werden gegenüber der gesunden Leber keine neuen 
Bindegewebekomponenten gebildet, sondern es findet eine quantitative und 
qualitative Änderung der EZM statt [Benyon et al., 2000]. So nimmt die Konzentration 
der EZM in der chronisch geschädigten Leber um mehr als das Zehnfache zu 
[Schuppan et al., 2001]. Hierbei werden speziell Kollagen (Typ I, III, IV) wie auch 
Elastin, Glykoproteine (Fibronektin), Proteoglykane und Glykosaminoglykane 
(Hyaluronan) in der EZM akkumuliert, indem sie vermehrt synthetisiert bzw. 
verringert abgebaut werden [Arthur, 2000].  
Die Proteinbestandteile der EZM werden in der Leber durch substratspezifische 
zinkabhängige Endopeptidasen, den Matrix-Metalloproteinasen (MMP) abgebaut 
[Visse und Nagase, 2003]. Diese sind in der Lage, fast alle Bestandteile der EZM 
proteolytisch zu spalten und werden aufgrund ihrer Eigenschaften wie 
Substratspezifität oder struktureller Homologie in unterschiedliche Gruppen eingeteilt. 
Man unterscheidet Kollagenasen (MMP-1, MMP-8 und -13), die natives interstitielles 
fibrilläres Kollagen Typ I, II, III degradieren, Gelatinasen (MMP-2, MMP-9), die 
hauptsächlich degradiertes denaturiertes Kollagen V (Gelatine) abbauen [Lauer-
Fields et al., 2003] und natives intaktes Kollagen Typ IV [Nagase et al., 1991] sowie 
Laminin, die Fibronektin und Elastin abbauen [Murphy et al., 1991], Stromelysin-1 bis 
Stromelysin-3 und Matrilysine, die ein breites Spektrum von EZM-Bestandteilen 
(Proteoglykane und Glykoproteine wie Laminin und Fibronektin, Gelatine, Elastin und 
Typ III-, IV- und V-Kollagen) proteolytisch spalten [Khasigov et al., 2001, Visse und 
Nagase, 2003] und die Membrantypen MMP I bis VI (MT-MMP), die eine Art Aktivator 
der Gelatinasen sind [Benyon und Arthur, 2001; Udayakumar et al., 2003]. Die 
Hemmung der Aktivität der MMP erfolgt durch Gewebeinhibitoren der MMP (tissue 
inhibitor of matrix metalloproteinases; TIMPs). Es werden vier verschiedene Typen 
charakterisiert (TIMP1 - 4), die alle in der Lage sind, MMP zu inhibieren [Brew et al., 
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2000]. Dabei nimmt TIMP-1 im Verlauf der Fibrose eine Schlüsselrolle ein [Benyon et 
al., 1996, Iredale, 1997]. 
Wie schon erwähnt, kommt es während der Fibrose zur Exzessdeposition von EZM 
in der chronisch geschädigten Leber, die durch den Verlust homeostatischer 
Kontrollmechanismen von EZM-Synthese und EZM-Degradation verursacht wird 
[Gressner und Yagmur, 2003]. Diese vermehrte Ablagerung von EZM führt zur 
Umorganisation der Struktur der Leber. Die Zunahme an EZM äußert sich in der 
Ausbildung portoportaler und portozentraler Bindegewebsbrüche (Septen). Die 
Akkumulation von EZM innerhalb des Disse-Raums (Bereich zwischen Hepatozyten 
und Endothelzellen) führt zur Kapillarisierung der hepatischen Sinusoide. Für die 
gesunde Leber sind einlagige Leberzellbalken typisch, die direkt von den Sinusoiden 
umspült werden. Bei der Leberfibrose und besonders bei der Leberzirrhose sind 
mehrlagige Leberzellbalken zu beobachten. In solchen Balken sind Hepatozyten vom 
Blutstrom isoliert und haben keinen adäquaten Galleabfluss.  
Die strukturellen Veränderungen der Leber bei der Fibrose oder Zirrhose haben 
Auswirkungen auf ihre organspezifischen Funktionen. Die Kapillarisierung der 
hepatischen Sinusoide, der Umbau der Leberzellbalken sowie der Verlust der 
Mikrovilli von Hepatozyten führen zur verminderten metabolischen Leistungsfähigkeit 
der Leber und sind für die Entwicklung der Leberinsuffizienz verantwortlich. Die 
Ablagerung führt zu einer Erhöhung des intrahepatischen Flussminderstandes und 
damit zur Entwicklung der portalen Hypertension. 
Die Leberfibrose ist ein reversibler Prozess [Dufour et al., 1998; Arthur, 2002; 
Hadziyannis et al., 2006], wohingegen die Leberzirrhose das irreversible Endstadium 
einer Leberfibrose ist.  
1.1.2 Die molekulare Pathogenese der Leberfibrose 
 
Im Prozess der Leberfibrose wurden die aktivierten HSC als der Leberzelltyp 
identifiziert, der hauptverantwortlich für die EZM-Synthese und Ablagerung in der 
fibrosierenden Leber ist [Gabele et al., 2003, Forbes, 2004; Gressner und 
Weiskirchen, 2006]. 
Die fibroblasten-ähnlichen HSC, auch Ito-Zellen, Lipozyten (Fettspeicherzellen) oder 
perisinusoidale Zellen genannt, wurden erstmals 1876 von Carl von Kupffer 
beschrieben. Diese Zellen gehören in die Gruppe der nicht parenchymatischen 
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Leberzellen und sind im subendothelialen Disse-Raum lokalisiert [Geerts, 2001]. Hier 
sind sie in der Lage, durch lange zytoplasmatische, sternförmige Ausläufer in Kontakt 
mit Hepatozyten, Endothelzellen, Nervenenden und anderen HSC zu treten [Wake, 
1971; Li und Friedman, 2001] (Abb. 1).  
 
 
Abb. 1: Schematische Abbildung der Histoarchitektonik der Leber. Die HSC sind im Disse-Raum 
lokalisiert und werden durch das Lumen des Endotheliums eingegrenzt. Kupffer-Zellen und 
dendritische Zellen befinden sich innerhalb des sinusförmigen Lumens [Unanue, 2007]. 
 
In der gesunden Leber machen HSC 5 - 8 % aller Leberzellen aus [Blouin et al., 
1977]. Sie nehmen 1,4 % des gesamten Lebervolumens ein und speichern 80 - 85 % 
des gesamten Vitamins A (Retinsäure) in triglyzeridreichen Vakuolen [Blomhoff et al., 
1991; Nagy et al., 1997; Friedman, 2001; Carpino et al., 2004]. Durch zelluläre 
Stimuli (oxidativer Stress, Hypoxie) oder chronische Schädigungen gehen die 
ruhenden HSC (Vitamin-A-reiche) in eine aktivierte (Vitamin-A-arme) Form über. Der 
Begriff Aktivierung stellt eine Veränderung des Proliferationsverhaltens dieses 
Zelltyps und eine morphologische Umwandung der HSC in kontraktilen 
proinflammatorischen und fibrogenen Myofibroblasten-ähnlichen-Zellen (MFB) dar 
(Abb. 2). Dieser Prozess wird als Transdifferenzierung bezeichnet [Milani et al., 1990; 
Gressner, 1996; Marret et al., 1999; Gabele et al., 2003] und kann bei  
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in vitro Kultivierung auf Plastikoberflächen induziert werden. Diese Form der 
Kultivierung dient als Modellsystem, um Veränderungen bei HSC während der 
Leberfibrose zu untersuchen. Im Verlauf der Transdifferenzierung kommt es bei HSC 
zu einer Abnahme der Volumendichte der Fettvakuolen und des Retinsäuregehaltes 
(Vitamin A) [Gessner und Yagmur, 2003; Muddu et al., 2007] und das 
Intermediärfilament „glial fibrillary acidic protein“ (GFAP), das als Marker für ruhende 
HSC gilt, wird vermindert gebildet [Knittel et al., 1996; Neubauer et al., 1996]. Bei 
aktivierten HSC werden neue Zellkomponenten wie das Myofilament α-smooth 
muscle actin (-SMA) [Ramadori et al., 1990] exprimiert und es kommt zu 
quantitativen und qualitativen Veränderungen in der EZM-Produktion. 
 
 
Abb. 2: Schematischer Ablauf der Transdifferenzierung. Dieser Prozess wird durch zelluläre 
Stimuli (oxidativer Stress, Hypoxie) oder chronische Schädigung verursacht. Ruhende HSC gehen in 
eine aktivierte Form bzw. bei fortlaufender Schädigung in transdifferenzierte fibrogene Myofibroblasten 
(MFB) über.  
 
Eine Aktivierung wird durch Interaktionen zwischen HSC und diversen Leberzelltypen 
wie Hepatozyten, Kupffer-Zellen, Thrombozyten, Epithelialzellen, sinusoidalen 
Endothelzellen (LSEZ) und neutrophilen Zellen [Moreira, 2007] gefördert. Jede dieser 
Zellen gibt bestimmte profibrogene Mediatoren ab, die verschiedene Effekte bei den 
HSC verursachen. Die am besten charakterisierten Zytokine der HSC-Aktivierung 
sind dabei der platelet derived growth factor (PDGF) und der transforming growth 
factor beta (TGF-β). PDGF ist der Hauptmediator der Proliferation und TGF-β das 
wichtigste fibrogen-stimulierende Zytokin bei der HSC-Aktivierung während der 
Fibrogenese [Yoshiji et al., 2006; Borkham-Kamphorst et al., 2004; George et al., 
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1999]. Neben der parakinen Aktivierung sind transdifferenzierende HSC auch zu 
autokriner Stimulation fähig [Bachem et al., 2004]. Dadurch wird eine kontinuierliche 
Zell-Aktivierung aufrechterhalten und das Fortlaufen der Transdifferenzierung 
gewährleistet (Abb.3).  
 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung der Entstehung und möglichen Auflösung  
einer Leberfibrose [modifiziert nach Bataller und Brenner, 2005].  
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1.2 Antigenpräsentation in der Leber 
 
Die Leber ist ein einzigartiges tolerogenes Immunorgan, das wichtige Funktionen in 
der angeborenen, unspezifischen wie auch der adaptiven Immunität verrichtet 
[Crispe et al., 2006; Beneseler et al., 2007]. Die Leber nimmt eine besondere Lage 
innerhalb des Herz-Kreislauf-Systems ein, da sie von venösem und arteriellem Blut 
durchströmt wird. Dadurch wird sie mit verschiedenen Antigenen (intestinale, 
pankreatische, lienale und systemische) belastet. Unter dem kontinuierlichen Kontakt 
mit infektiösen, toxischen und karzinogenen Stoffen aus dem Darm fördert die Leber 
das empfindliche Gleichgewicht zwischen der Toleranz gegen nicht pathogene 
Agenzien wie Arzneimittel, nützliche probiotische Bakterien, und der angeborenen, 
unspezifischen Immunreaktion auf pathogene Faktoren. In Abhängigkeit vom 
immunologischen Milieu verschieben die immunkompetenten Zellen der Leber 
(Parenchym- und Nichtparenchymzellen) diese Balance entweder bis zu einer 
Entzündung (z.B. Kollagenosen und Vaskulitiden der Leber) oder zur 
immunologischen Toleranz [Frevert und Nardin, 2008].  
1.2.1 Antigenpräsentierende Zellen in der Leber 
 
Nahezu alle Leberzelltypen wie die nichtparenchymalen Zellen (dendritische Zellen 
(DZ), Kupffer-Zellen, LSEZ, HSC und die parenchymatischen Zellen (Hepatozyten)) 
besitzen die molekularen Fähigkeiten, den spezifischen T-Zellen (CD4+ und CD8+) 
Antigene zu präsentieren [Frevert und Nardin, 2008]. Dies ist jedoch noch kein 
Kriterium, dass die genannten Zellen in der Lage sind, bei T-Zellen eine Aktivierung 
bzw. Toleranz auszulösen, da weitere Faktoren (z.B. kostimulatorische Signale) eine 
wesentliche Rolle spielen [Armitage, 1994; Anderson et al., 1997; Schwartz, 1997]. 
Im folgenden Abschnitt wird jeder der zuvor erwähnten Zelltypen bezüglich seiner 
antigenpräsentierenden Eigenschaften näher beschrieben. 
 
Parenchymatische Zellen:  
 
Hepatozyten  
Bei einer Leberschädigung sind die Hepatozyten eher an der angeborenen 
unspezifischen Immunantwort beteiligt. Hier zeichnen sie sich durch die Produktion 
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von Akute-Phase-Protein aus [Gabay und Kushner, 1999; Wigmore et al., 1997], 
wobei sie auch die Fähigkeit zu einer adaptiven Immunität besitzen. Sie bilden bei 
verschiedenen entzündlichen und infektiösen Erkrankungen kontinuierlich Moleküle 
der Klasse I (MHC I) und sind in der Lage, CD8+-Effektor-T-Zellen zu aktivieren 
[Bowen et al., 2004; Chen et al., 2005].  
Für eine Antigenpräsentation gegenüber CD4+-T-Zellen ist eine Expression von  
MHC II essentiell, und dies ist gewöhnlich nur bei professionellen 
antigenpräsentierenden Zellen (pAPZ) konstitutiv zu finden [Ting und Trowsdale, 
2002]. Humane und murine Hepatozyten exprimieren in der gesunden Leber keine 
MHC II-Moleküle [Markiewski et al., 2006], wobei sie durch infektiöse Stoffe und 
Zytokine (z.B. IFN- in einen immunaktivierten Zustand übergehen können, was 
ihnen eine MHC-II-Expression ermöglicht [Franco et al., 1998; Lobo-Yeo et al., 1990; 
Chiu et al., 1997; Vergani et al., 2002; Herkel et al., 2003]. Ob es bei 
immunaktivierten Hepatozyten zu einer ausreichenden Aktivierung von  
CD4+-T-Zellen kommt, ist nicht bekannt, zumal wichtige kostimulatorische Faktoren 
(CD86 bzw. CD40) fehlen [Gao et al., 2000]. Das Fehlen dieser Faktoren und eine 
geringe IL-2-Produktion bei diesen aktivierten CD8+-T-Zellen ist vermutlich der 
Grund, warum die CD8+-T-Zell-Proliferation zeitlich limitiert ist und die Zellen 
anschließend in die Apoptose übergehen [Bertolino et al., 1999; Bertolino et al., 
2002]. 
 
Nichtparenchymatische Zellen: 
 
Kupffer-Zellen  
Die größte Population gewebeassoziierter Makrophagen im Organismus stellen die 
hepatischen Kupffer-Zellen dar (Wake et al., 1989). Diese nehmen routinemäßig aus 
dem Blut übertragene Bakterien auf und bauen aus dem Darm abgesonderte 
Endotoxine ab [Egen et al., 2008; Knolle und Gerken, 2000]. Kupffer-Zellen 
exprimieren das komplette Repertoire an Molekülen, das bei pAPZ vorhanden ist 
(MHC I, MHC II, CD54, CD80, CD86 und Adhäsionsmoleküle). Dementsprechend 
besitzen sie auch die Fähigkeit, den CD8+-T-Zellen und CD4+-T-Zellen Antigene zu 
präsentieren [Kuniyasu et al., 2004; Lohse et al., 1996; Magilavy et al., 1989]. Sie 
können den TH1 sowie TH2 Lymphozyten (T-Helfer-Zellen-1 und -2) Antigene effektiv 
präsentieren [Roland et al., 1994; Hayashi et al., 1999]. Die Fähigkeit zur 
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Antigenpräsentation ist im Vergleich zu Makrophagen der Milz bei Weitem weniger 
effizient [Roland et al., 1994]. Wahrscheinlich sind Kupffer-Zellen, genauso wie 
Hepatozyten, nicht an einer dauerhaften Aktivierung von T-Zellen beteiligt. 
Vermutlich fungieren sie als ein negativer Regulator der T-Zell-Aktivierung, der im 
Zusammenspiel mit LSEZ und parakrinen Faktoren verursacht wird [Knolle und 
Gerken, 2000]. 
 
Sinusoidale Endothelzellen (LSEZ) 
Diese Zellpopulation der Leber exprimiert konstitutiv alle für eine Interaktion mit  
T-Zellen (CD4+ und CD8+) notwendigen Moleküle wie die Adhäsionsmoleküle CD54 
(ICAM-1) und CD106 (VCAM-1) sowie MHC I und II, die kostimulatorischen  
B7-Moleküle (CD80, CD86) und CD40 [Knolle und Gerken, 2000]. Zudem bilden 
LSEZ eine Reihe von Rezeptoren (Mannose-Rezeptor, Scavenger-Rezeptor,  
L-SIGN), die ihnen eine effiziente rezeptorvermittelte Antigenaufnahme ermöglichen 
[Knolle und Limmer, 2001]. Sie besitzen die Fähigkeit den CD4+-T-Zellen und  
CD8+-T-Zellen, endozytierte Antigene auf MHC-II-Klasse- sowie auf MHC-Klasse-I-
Molekülen zu präsentieren [Knolle et al., 1999; Limmer et al., 2000; Knolle und 
Limmer, 2003]. Bevorzugt werden exogene Antigene auf MHC-I-Molekülen 
präsentiert [Limmer et al., 2000]. Diese antigenpräsentierende Eigenschaft wird als 
Kreuzpräsentation bezeichnet und kommt ausschließlich bei LSEZ, dendritischen 
Zellen (DZ) und HSC vor [Sigal et al., 1999; Winau et al., 2007].  
Im Gegensatz zu dendritischen Zellen sind LSEZ sessile, organresidente Zellen, die 
keine Reifephase benötigen, um aufgenommenes Antigen effizient MHC-restringiert 
den T-Zellen präsentieren zu können [Knolle et al., 1999; Limmer et al., 2000]. Sie 
sind fähig, naive CD4+- sowie CD8+-T-Zellen durch Antigenpräsentation zu aktivieren 
und können sie zur Zytokinexpression und Proliferation anregen [Knolle et al., 1999]. 
Eine erneute Restimulation der T-Zellen verursacht keine Immunantwort (IL-2- und 
IFN--Freisetzung), sondern führt zu einer T-Zell-Toleranz. Damit sind LSEZ in der 
Leber direkt an der Induktion einer Immuntoleranz gegenüber oralen Antigenen 
beteiligt. 
 
Hepatische Sternzellen (HSC) 
Dieser Leberzelltyp macht mit nur 5 - 8 % aller Leberzellen eine kleine Zellpopulation 
aus (siehe 1.1.2) und generiert sich höchstwahrscheinlich aus Zellen des 
10 
 
Knochenmarks [Baba et al., 2004]. HSC sind fettspeichernde Zellen, die an der 
Vitamin-A-Aufnahme und deren Metabolismus beteiligt sind [Blomhoff et al., 1990]. 
Mehr als 80% des Vitamin A im Körper werden von HSC gespeichert (siehe 1.1.2). 
Angesiedelt sind sie im Disse-Raum zwischen LSEZ und Hepatozyten [Geerts, 2001] 
(Abb. 1). Durch innere und äußere Einflüsse verändern sich die stillen sternförmigen 
HSC zu stark proliferativen, EMZ-produzierenden MFB [Gressner et al., 2002; 
Friedman, 2003]. Dieser Prozess wird als Transdifferenzierung bezeichnet (Abb. 2) 
und stellt das Schlüsselereignis der Entstehung einer Leberfibrose dar [Gressner, 
1996]. Neue Veröffentlichungen zeigen, dass aktivierte HSC ebenfalls fähig sind, 
eine T-Zell-Proliferation zu induzieren.  
 
 
Abb. 4: Schematische Darstellung der Funktionsvielfalt hepatischer Sternzellen (HSC) 
(modifiziert nach Winau et al., 2008). Links von der gestrichelten Linie sind die nicht-
immunologischen Eigenschaften HSC abgebildet. Auf der rechten Seite sind immunologische 
Funktionen inklusive Antigenpräsentation und T-Zell-Instruktion, vermittelt durch Retinsäure, 
dargestellt. EZM: Extrazellulär-Matrix; CCR9 und 47-Integrin: Darm-homing -Rezeptor (Gut-homing 
receptor); Treg :regulatorische CD4-T-Zelle; TH17: Interleukin (IL-17) produzierende CD4-T-Zelle. 
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Sie exprimieren alle zur Antigenpräsentation notwendigen Moleküle (MHC I, MHC II, 
CD1, CD40, CD80, CD86) [Vińas et al., 2003; Yu et al., 2004; Winau et al., 2007; 
Maubach et al., 2007; Jiang et al., 2008] und sind zusätzlich in der Lage, Partikel 
mittels Endozytose bzw. Phagozytose aufzunehmen [Vińas et al., 2003]. Transgene 
Maus-HSC wurden sogar als pAPZ bezeichnet, da sie deren charakteristische 
Merkmale [Winau et al., 2007] besitzen (Abb. 4). Transgene Maus-HSC sind in der 
Lage, den CD8+-T-Zellen und CD4+-T-Zellen Peptidantigene zu präsentieren und 
vermitteln zudem verstärkt eine Kreuzpräsentation von Antigenen bei CD8+-T-Zellen. 
Dieses Verhalten ist bis jetzt nur von LSEZ und dendritischen Zellen bekannt [Sigal 
et al., 1999; Kurts et al., 2001]. Außerdem können transgene Maus-HSC an  
CD1d-Molekülen Lipidantigene präsentieren und so eine starke Aktivierung von 
Natürlichen Killer-T-Zellen (NKT-Zellen) verursachen. Des Weiteren sind HSC in der 
Lage, Interleukin-15 (IL-15) zu produzieren, was die homöostatische 
Aufrechterhaltung der NKT-Zellen in der Leber fördert. Die Fähigkeit zur in vitro 
Aktivierung von T-Zellen ist bei HSC und dendritischen Zellen vergleichbar [Winau et 
al., 2007]. Dagegen sind HSC auch befähigt, auf ihren Zelloberflächen die Moleküle 
B7-H1 (PD-L1) zu bilden, die eine induzierte T-Zell-Apoptose verursachen [Yu et al., 
2004]. Daher geht man derzeit davon aus, dass HSC bzw. MFB wahrscheinlich eine 
wichtige Rolle in der Leberimmunologie einnehmen [Unanue, 2007; Winau et al., 
2008].  
1.3 Der Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC)  
1.3.1 Antigenpräsentation durch den MHC-/Peptidkomplex 
 
Es können viele humane und murine Zellen in verschiedenster Art und Weise 
pathogene Keime (Bakterien, Viren oder Fremdproteine) aus ihrer Umgebung 
aufnehmen und proteolytisch spalten. Die Fähigkeit zur Antigenpräsentation 
gegenüber spezifischen T-Lymphozyten (T-Zellen) ist durch die gleichzeitige 
Expression von MHC-Molekülen (Major histocompatibility complex, Haupt-
histokompatibilitätskomplex) und kostimulierenden Rezeptoren limitiert. Diese auf der 
Zelloberfläche exprimierten Moleküle sind in der Lage, Peptide dieser aufgenommen 
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Antigene in Verbindung mit sekretierenden Signalen zu präsentieren, um T-Zellen 
effizient zu stimulieren.  
Es gibt zwei verschiedene Klassen des MHC-Komplexes (Abb. 5). Beide Klassen 
(MHC I und MHC II) besitzen als Hauptfunktion die Bindung und Präsentation von 
Fremdpeptiden zur Erkennung des Antigenrezeptors von T-Zellen (TZR). Dieser 
Vorgang wird auch als MHC-Restriktion bezeichnet [Zinkernagel und Doherty, 1974]. 
Der TZR erkennt nur spezifische, am MHC gebundene Antigenpeptide und nicht das 
native Antigen. Der Aufbau der MHC-I- und MHC-II-Struktur ist ähnlich, wobei beide 
ein unterschiedliches Aktivierungsmuster besitzen. Die Expression von  
MHC-I-Molekülen erfolgt auf fast allen kernhaltigen Zellen, mit Ausnahme von 
Spermien, dem Epithel der Kornea, den exokrinen Zellen der Parotis und des 
Pankreas, den Neuronen des zentralen Nervensystems und der Trophoblasten 
[Holländer, 2006]. Die MHC-I-Moleküle werden beim Menschen als HLA-A, -B, -C 
(Human leukocyte antigen), bei der Maus H2-K, -D, -L und bei der Ratte RT1A, -C/M, 
-E bezeichnet. Ihr Aufbau ist bei allen MHC-Molekülen gleich. Sie bestehen aus zwei 
unterschiedlichen Polypeptidketten, einer größeren, polymorphen α-Kette und dem 
kleineren, nicht kovalent gebundenen β2-Mikroglobulin (Abb. 5 a – c). Die 
transmembrane α-Kette ist ein Glykoprotein von 44 - 47 Kilodalton (kDa) und setzt 
sich aus drei Domänen (α1 - α3) zusammen. Das extrazelluläre β2-Mikroglobulin 
beträgt 12 kDa. Die primäre Funktion der MHC-I-Moleküle ist die Präsentation von  
8 - 10 Aminosäuren langen Peptiden gegenüber CD8+-T-Zellen. Die Bindungsstelle 
dieser Peptide bildet eine Vertiefung (Furche) zwischen den α1- und α2-Domänen. 
Aktivierte Proteasen spalten nukleäre, zytoplasmatische und membranständige 
Proteine in kleinere Peptide [Plemper und Wolf, 1999; Kloetzel, 2004]. Diese Peptide 
werden durch das ATP-abhängige Heterodimer TAP („Transporter associated with 
Antigen Processing“) aktiv ins Lumen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) 
transportiert, wo sie mit Hilfe von Chaperonen mit dem MHC-I-Molekül verknüpft 
werden [Neefjes et al., 1993; Pamer und Cresswell, 1998; Kloezel, 2001; Rock et al., 
2002]. Im Anschluss wird der MHC-I-/Peptidkomplex über den Golgi-Apparat mittels 
Exozytose an die Zelloberfläche transportiert und präsentiert. Die Peptid-/MHC-I-
Komplexe zelleigener Peptide werden im Normalfall nicht bzw. als körpereigene 
Zellen erkannt. Eine Ausnahme bildet eine Autoimmunerkrankung. Dabei erkennen  
CD8+-T-Zellen diesen Peptid-/MHC-I-Komplex als „fremd“ an und greifen ihn an. 
Dieser Vorgang kann sich lokal auf bestimmte Organe beschränken oder auf den 
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ganzen Körper auswirken [Lipsky, 2001]. Eine Autoimmunerkrankung entsteht durch 
den Verlust der immunologischen Toleranz, die wahrscheinlich durch genetische 
Dispositionen im Zusammenhang mit äußeren Einflüssen wie z.B. starkem Stress 
oder Infektionen ausgelöst wird. Im Fall einer viralen Infektion werden die zelleigenen 
Peptide durch virale Sequenzen ersetzt und auf der Zelloberfläche der 
virusbefallenen Zelle präsentiert. Diese Zelle kann nun durch zytotoxische  
CD8+-T-Zellen (Killerzellen) erkannt und eliminiert werden.  
 
 
Abb. 5: Schematischer Aufbau der MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-Moleküle  
(nach DeFranco, Locksley, Robertson, 2007). Die Abbildungen (a - c) und (d - f) zeigen den Aufbau 
der MHC-Klasse-I- bzw. MHC-Klasse-II-Moleküle sowie deren Peptidbindungsfurche  
 
Die MHC-Klasse-II-Moleküle (Mensch HLA-DP/-DQ/-DR, Maus H2-A, H2-E, Ratte 
RT1B und RT1D) werden nur auf bestimmten Immunzellen, den pAPZ, konstitutiv 
exprimiert. Die Hauptvertreter dieser Zellen sind dendritische Zellen (DZ),  
B-Lymphozyten, Makrophagen und Thymusepithelzellen (TEZ) [Abdulkadir und Ono, 
1995; Friedl und Storim, 2004; Jensen 2007]. Eine Ausnahme stellen die  
nicht- professionellen antigenpräsentierenden Zellen wie Endothelzellen, 
Fibroblasten, Epithelzellen und viele Tumorzellen dar, die durch externe Stimulation 
z. B. mittels IFN- oder Tumor-Nekrose-Faktor α (TNF-α) befähigt sind,  
MHC-II-Moleküle zu exprimieren [Cannella und Raine, 1989; Terranova et al., 1995; 
Boehm et al., 1997; Waldburger et al., 2003; Li et al., 2005]. Die Genexpression von 
MHC II wird in den pAPZ- bzw. IFN--induzierten Zellen durch das MHC-Klasse-II-
transaktivierende Protein CIITA (“class II transcription activator“) reguliert [Steimle et 
14 
 
al., 1993,1994; Chin et al., 1994]. Dabei induziert IFN- die CIITA-Expression durch 
Aktivierung des JAK-STAT-Signalwegs (Janus-Kinase; Signal Transducers and 
Activators of Transcription). 
Die MHC-Klasse-II-Moleküle werden im ER synthetisiert und bestehen aus zwei 
Transmembranglykoproteinen, einer α-Kette (32-34 kDa) und einer β-Kette  
(29-32 kDa), die nicht kovalent assoziierte αβ-Heterodimere bilden. Jede Kette 
besteht aus zwei Domänen (α1/α2 bzw. β1/β2) und hat eine Länge von  
ca. 90 Aminosäuren. Die erste Domäne weist den größten allelischen 
Polymorphismus auf. Die zweite Domäne der β-Kette dient den CD4-Molekülen als 
Bindungsstelle. Der transmembrane Bereich beider Ketten besteht aus  
ca. 25 hydrophoben Aminosäuren. An ihn grenzt der zytoplasmatische Abschnitt. Der 
zytoplasmatische terminale Abschnitt nimmt eine wichtige Funktion bei der 
Lokalisation und dem intrazellulären Transport beider Ketten ein. Die antigen-
bindende Furche bildet die erste Domäne (α1 bzw. β1), die zu beiden Seiten von 
einer α-Helix begrenzt wird. Die andere Seite der Vertiefung bleibt offen. Durch diese 
offene Struktur binden an MHC-II-Molekülen wesentlich größere Peptide als an  
MHC-I-Molekülen. In der Regel sind die gebundenen Peptide zwischen 12 und 24 
(bis zu 28) Aminosäuren lang und besitzen eine spezifische Erkennungssequenz 
[Holländer, 2006].  
Die an MHC-II-Molekülen (Abb. 5 d - f) zu präsentierenden Oligopeptide stammen 
von Antigenen endozytischer Vesikel. Sie sind Bestandteile extra- und intrazellulär 
aufgenommener Antigene. Diese Aufnahme kann auf zwei Wegen geschehen und 
richtet sich nach der Art der antigenpräsentierenden Zellen (APZ). Extrazelluläre 
Antigene (Bakterientoxine bzw. Abbauprodukte von Bakterien) werden aus ihrer 
Umgebung mittels Endozytose in die Zelle aufgenommen, bei DZ erfolgt dies durch 
Pinozytose, bei Makrophagen durch Phagozytose und bei B-Zellen mittels 
antikörpervermittelter Endozytose [Sallusto et al., 1995; Harding et al., 2003; 
Siemasko und Clark, 2001]. Intrazelluläre Pathogene wie Mycobacterium 
tuberculosis oder Mycobacterium leprae vermehren sich innerhalb der Wirtszelle, 
wachsen in intrazellulären Vesikeln und werden in den besagten Kompartimenten 
präsentiert. Dieser Transportweg wird als exogener oder endozytotischer Weg 
bezeichnet [Bryant et al., 2002; Trombetta und Mellman, 2005].  
Nach erfolgreicher Ingestion des Antigens erfolgt die Antigenprozessierung. Das in 
den Phagosomen vorliegende Fremdantigen wird in Endosomen aufgenommen. Dies 
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hat eine Verminderung des pH-Wertes im Vesikel und eine Fusionierung mit 
enzymhaltigen Lysosomen zur Folge. Das Antigen wird durch verschiedene Enzyme 
und die Proteasen Cathepsin-S und -L in Peptidfragmente proteolytisch degradiert.  
Beide Ketten (α und β) werden im ER synthetisiert und assoziieren dort vollständig 
zu einem αβ-Dimer. Dieser Vorgang stellt einen instabilen Prozess dar und wird 
durch diverse Chaperone  wie z. B. die invariante Kette (li) kontrolliert und stabilisiert. 
Zudem verhindert die Blockierung der Peptidbindungsstelle durch einen Teil der 
invarianten Kette, dem CLIP-Fragment (Class II associated invariant chain peptide) 
[Chicz et al., 1993], eine vorzeitige Beladung der MHC-II-Moleküle mit zellulären 
Peptiden [Denzin und Cresswell, 1995; Roche, 1995; Wolf und Ploegh, 1995]. 
Anschließend durchläuft das Homotrimer aus MHC II/invariantem Ketten-Komplex 
den Golgi-Apparat und verlässt ihn am Trans-Golgi-Komplex durch Vesikel-
Abschnürung. Dieser Übergang in den endozytotischen Weg wird durch 
Signaleinwirkung der invarianten Kette gesteuert [Cresswell, 1996]. In diesen 
Kompartimenten und den exozytotischen Vesikeln herrschen saure Bedingungen 
vor, wodurch die invariante Kette gespalten wird und ausschließlich das kleine CLIP-
Fragment in der MHC-II-Bindungsfurche verbleibt. Bei der anschließenden Fusion 
der Vesikel mit dem Fremdpeptidendosom/Phagolysosom wird die 
Peptidbindungsstelle vom CLIP freigegeben und mit präsentierendem Peptid 
beladen. Dieses spezifische Peptid-Beladungs-Kompartiment wird als „MHC class II 
compartment“ (MIIC) [Peters et al., 1991; Tulp et al., 1994; West et al., 1994], bei der 
Maus als „class II vesicel“ (CIIV) bezeichnet [Amigorena et al., 1994; Pierre et al., 
1997]. Im weiteren Verlauf wandern MIIC zur Oberfläche und präsentieren die an den 
MHC-Klasse-II-Molekülen gebundenen Fremdpeptide. Außerdem sind APZs in der 
Lage, MHC-Klasse-II-Moleküle kontinuierlich ohne Fremdantigen zu präsentieren 
[Neefjes et al., 1990; Pieters et al., 1991; Roche et al., 1993; Bénaroch et al., 1995; 
Saudrais et al., 1998]. 
1.3.2 Interaktion von MHC-II-/Peptid-Komplex und TZR von 
CD4+-T-Zellen 
 
Die naiven CD4+-T-Zellen sind Bestandteile des menschlichen und tierischen 
Immunsystems und tragen zur Verteidigung gegen Fremdkörper oder pathogene 
Keime bei. Die CD4+-T-Zellen erkennen Antigene ausschließlich in Form kurzer 
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Oligopeptide, die an MHC-II-Molekülen auf der Oberfläche von APZ gebunden sind. 
Für eine erfolgreiche komplette Aktivierung dieser CD4+-T-Zellen sind mindestens 
zwei Signale notwendig (Abb. 6) [Greenwald et al., 2005]. Das erste Signal erhält die 
CD4+-T-Zelle bei der Bindung des spezifischen TZR mit dem MHC-II/Antigen-
Komplex. Das zweite Signal wird durch lösliche Moleküle wie z. B. Interleukin-12  
(IL-12) oder durch eine Interaktion zwischen den akzessorischen bzw. 
kostimulatorischen Molekülen (Rezeptoren) sowie der APZ und spezifischen 
Rezeptoren der CD4+-T-Zellen ausgelöst [Janeway und Medzhitov, 2002].  
Fehlt dieses zweite Signal, kommt es zu einer unvollständigen T-Zell-Aktivierung und 
die CD4+-T-Zellen gehen in einen inaktiven Zustand über [Gimmi et al., 1993]. Dieses 
inaktive Stadium, bei dem T-Zellen ihre Fähigkeit verlieren, auf einen Antigenstimulus 
zu reagieren, wird in vitro als klonale Anergie, in vivo als Toleranz bezeichnet. Dieser 
Vorgang ist reversibel und kann durch exogene Zugabe von Interleukin-2 (IL-2) 
aufgehoben werden [Malvey et al., 1998: Zhang et al., 2001; Thorstenson und 
Khoruts, 2001; James et al., 2003]. 
Die zwei wichtigsten Vertreter der kostimulatorische Moleküle sind CD80 (B7-1) und 
CD86 (B7-2). Sie gehören zu der Familie der B7-kostimulatorischen Moleküle und 
werden gewöhnlich nur auf der Oberfläche von pAPZ exprimiert. Dabei interagieren 
sie mit dem CD28-Rezeptor der T-Zelle (Abb. 6) [Greenfield et al., 1998; Sharpe und 
Abbas, 2006; Janeway, 2008]. Durch eine hohe Expression von  
B7-Molekülen auf der APZ-Oberfläche kann der Schwellwert, der zur Aktivierung der 
T-Zellen führt, erheblich herabgesetzt werden [Viola und Lanzavecchia,1996; 
Holländer, 2006]. Nach einer optimalen Aktivierung gehen die T-Zellen aus der  
G0-Phase in die G1-Phase des Zellzyklus über. Sie werden nun als Effektorzellen 
bezeichnet und sind durch eine erhöhte Differenzierung, Proliferation und 
Zytokinsekretion gekennzeichnet. Diese aktivierten CD4+-T-Zellen lassen sich 
aufgrund ihrer Zytokinproduktion in zwei verschiedene Klassen einteilen (TH1- und 
TH2-Zellen). Die TH1-Zellen exprimieren hauptsächlich die Zytokine IFN- und 
Interleukin-2 (IL-2), wohingegen die TH2-Zellen IL-4 und IL-5 produzieren. IL-2 besitzt 
eine große biologische Bedeutung, da es essentiell für die Proliferation und 
Differenzierung der T-Zellen ist [Sharpe und Abbas, 2006; Morse, 2005]. Es wird 
ausschließlich von T-Zellen, die ein Antigen gebunden und erkannt haben 
(aktivierten T-Zellen), produziert. Die wichtigste Aufgabe von IL-2 besteht in der 
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autokrinen Stimulation von T-Zellen. Diese T-Zellen sezernieren es selber und 
stimulieren somit ihre eigene klonale Expansion.  
 
 
Abb. 6: Schematische Darstellung der Antigenpräsentation und Induktion einer Immunantwort 
(nach Pleyer und Ritter, 2003). Die APZ präsentiert das zuvor aufgenommene und prozessierte 
Antigen (Peptid). Die T-Zellen erkennen dieses Antigen und werden durch Interaktion zwischen TZR-
MHC-II (Signal 1) und kostimulatorischen Molekülen [CD28-B7-1 (CD80), CD40L-CD40)] (Signal 2) 
aktiviert. Aktivierte T-Zellen sekretieren Zytokine (IL-2, IFN-). APZ: Antigen-Präsentierende Zelle, TH: 
T-Helferzelle, TZR: T-Zell-Rezeptor, IL-2: Interleukin-2, IL-2R: IL-2-Rezeptor. 
 
Nach dem zweiten Signal wird das CD28-homologe Molekül CTLA-4 (CD152) 
exprimiert. Dieses Molekül besitzt eine 20 - 50 fach höhere Affinität für B7-Moleküle 
(CD80, CD86) als CD28 und wirkt als negativer Regulator der T-Zell-Aktivierung  
(T-Zell-Antwort) [Sperling und Bluestone, 1996; Walunas et al., 1996; Linsley et al., 
1991; Salomon und Bluestone, 2001]. 
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1.4 Zielsetzung der Arbeit  
 
Das Ziel dieser Arbeit ist es, Aufschluss über das antigenpräsentierende Verhalten 
hepatischer Sternzellen (HSC) der Ratte zu erhalten und molekulare bzw. 
funktionelle Änderungen in der fibrosierenden Leber aufzuklären. Es sollen bei HSC 
und MFB für die Antigenpräsentation charakteristische Marker wie MHC II und die 
kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 auf RNA- sowie auf Proteinebene 
untersucht werden. Des Weiteren soll das Expressionsprofil dieser Marker im Verlauf 
der Transdifferenzierung bei in vitro Kultivierung analysiert werden. Zudem soll die 
Funktionalität der Antigenpräsentation bei HSC und MFB untersucht werden. Als 
spezifisches Antigen wird hierfür das Myelin-basische Protein des 
Meerschweinchens („guinea pig“) (gpMBP) verwendet und die MHC-II-restringierten 
und MBP-spezifischen Hybridoma-T-Zellen gebraucht. Die T-Zell-Aktivierung  
(T-Zell-Antwort) soll durch die Sekretion von IL-2 ermittelt werden. Nach Abschluss 
der in vitro Experimente soll das Expressionsprofil spezifischer APZ-Gene (MHC II, 
CD80, CD86 etc.) in vivo anhand von zwei unterschiedlichen fibrotischen 
Rattenmodellen untersucht werden. Eine Leberfibrose soll durch Gallengangligatur 
(BDL) bzw. toxische Schädigung mittels Tetrachlorkohlenstoff (CCl4) verursacht 
werden. Im Falle von Expressionsänderungen der APZ-Gene soll durch 
immunhistochemische Färbungen geklärt werden, ob HSC den verantwortlichen 
Leberzelltyp darstellt.  
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2. MATERIAL  
2.1 Verbrauchsmaterialien 
 
Artikel Hersteller 
3MM Chromatographiepapier Whatman, England 
Cryotubes Nunc, Dänemark 
Centri-Sep Spin Columns 
Deckgläser (21 x 26 mm) 
Princeton Separation, USA 
Roth, Deutschland 
Einmalhandschuhe, semper med Semperit, Technische Produkte, 
Österreich 
Falconröhrchen (5 ml)  Becton Dickinson, USA 
Faltenfilter 
Frischhaltefolie SARAN WRAP 
Schleicher & Schuell, Deutschland 
SARAN, USA 
Kanülen braun(25G) BD Biosciences, Deutschland 
Kanülen gelb (20G) 
Kunststoffpipette (10 ml) 
Kunststoffpipette (25 ml) 
Küvetten (Plastik) 10 x 4 x 45 mm 
BD Biosciences, Deutschland 
Costar, USA 
Becton Dickinson, USA 
Sarstedt, Deutschland 
Küvetten (Quarz) Hellma, Deutschland 
Low binding tubes Eppendorf, Deutschland 
Mikro-Reaktionsgefäße 1,5 ml Sarstedt, Deutschland 
Mikro-Reaktionsgefäße 2,0 ml Sorenson Bio Science Inc., USA 
Neubauer-Zählkammer Roth, Deutschland 
Nitrozellulosemembran 
NuPage Bis-Tris-Gele 4 - 12% 
Schleicher & Schuell, Deutschland 
Invitrogen, USA 
Nunc-ImmoTM Plates (Maxi Sorp) 
Nylongaze 
Objektträger 
Pipettenspitzen, gelb 200 µl   
Nunc, Deutschland 
Nythal, Schweiz 
Engelbrecht, Deutschland 
Eppendorf, Deutschland 
Pipettenspitzen, kristall 1 - 20 µl   Eppendorf, Deutschland 
PP-Röhrchen 50 ml Greiner, Deutschland 
SafeSeal Tips 10 µl Biozym, Deutschland 
SafeSeal Tips 200 µl Biozym, Deutschland 
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Artikel  Hersteller 
SafeSeal Tips 1000 µl Biozym, Deutschland 
Ultrazentrifugenröhrchen 
Zellkulturplatten Ø 60 mm 
Beckman Coulter, USA 
Sarstedt, Deutschland 
Zellkulturplatten Ø 100 mm Sarstedt, Deutschland 
Zellkulturplatten Multiwell 6 Wells Becton Dickinson, USA 
Zellkulturplatten Multiwell 24 Wells Becton Dickinson, USA 
Zellkulturplatten Multiwell 96 Wells Becton Dickinson, USA 
2.2 Multikomponentensysteme 
 
System Hersteller 
Bigdye Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction Kit 
Applied Biosystems, USA 
 
DC Protein Assay Bio-Rad, USA 
dNTPs Roche, Deutschland 
Mouse IL-2 ELISA Kit BD Pharmingen, Deutschland 
NuPage LDS-Blaupuffer (4 x) Invitrogen, USA 
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Deutschland 
Random Primer 
RNA Mini Kit 
RNeasy® Mini Kit 
Invitrogen, USA 
Invitrogen, Deutschland 
Qiagen, Deutschland 
SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Protein 
Standard 
Invitrogen, USA 
SuperScript® II Reverse TranscriptaseTM 
Kit 
Invitrogen, USA 
SuperSignal® West Dura Extended 
Duration Substrate 
Pierce Biotechnology, USA 
Taq DNA Polymerase, recombinant Invitrogen, Deutschland 
100 bp Ladder  New England Biolabs, Deutschland 
1-StepTM-Ultra TMB-ELISA Thermo Scientific, USA  
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2.3 Chemikalien  
 
Chemikalien Hersteller 
2-Mercaptoethanol Roth, Deutschland 
Aceton Merck, Deutschland 
Agarose 
Bicin 
Sigma, Deutschland 
AppliChem, Deutschland 
Bis-Tris AppliChem, Deutschland 
Bromphenol Blau Sigma, Deutschland 
Borsäure Roth, Deutschland 
BSA (bovine serum albumin) Sigma, Deutschland 
Caliumchlorid Merck, Deutschland 
Cäsiumchlorid MP Biomedicals, USA 
Chlorobutanol Fluka, Schweiz 
Chloroform Sigma, Deutschland 
Complete Protease Inhibitor Cocktail II Roche, Deutschland 
Coomassie-Brillantblue R-250 Powder Serva, Deutschland 
DAPI Dako, Dänemark 
Dikaliumhydrogenphosphat Merck, Deutschland 
DMSO (Dimethylsulfoxid) Fluka, Deutschland 
DTT (1,4-dithiothreitol) Sigma, Deutschland 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Merck, Deutschland 
Essigsäure (Eisessig) Merck, Deutschland 
Ethanol Roth, Deutschland 
Ethidiumbromid Sigma, Deutschland 
Fast Red Roche, Deutschland 
Ficoll Amersham Bioscience, Schweden 
Formaldehyd Roth, Deutschland 
Formamid Fluka, Schweiz 
Gelatine, (Fisch) Sigma, Deutschland 
Glyzerin Merck, Deutschland 
Guanidinthiocyanat Merck, Deutschland 
HEPES Roth, Deutschland 
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Chemikalien Hersteller 
Isopropanol Merck, Deutschland 
Kaliumacetat Merck, Deutschland 
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Deutschland 
Lithiumchlorid Merck, Deutschland 
LDS-Laufpuffer (4 x) Invitrogen, USA 
Magnesiumchlorid Merck, Deutschland 
Mayers Hämalaunlösung Merck, Deutschland 
MES Roth, Deutschland 
Methanol Roth, Deutschland 
Milchpulver Roth, Deutschland 
MOPS Roth, Deutschland 
Mowiol 4-88 Calbiochem, Deutschland 
Natriumacetat Merck, Deutschland 
Natriumazid Merck, Deutschland 
Natriumcarbonat Merck, Deutschland 
Natriumchlorid Merck, Deutschland 
Natriumhydrogencarbonat Merck, Deutschland 
Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat Merck, Deutschland 
Natriumhydroxid Merck, Deutschland 
NP-40 (Nonidet) Roche, Deutschland 
Paraformaldehyd Roth, Deutschland 
Phenol Sigma, Deutschland 
Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 Fluka, Schweiz 
Pikrinsäure Fluka, Schweiz 
Polyethylenglycol Sigma, Deutschland 
Ponceau S 
Rubidiumchlorid 
Sigma, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Salzsäure (32 %) Roth, Deutschland 
SDS (Sodiumdodecylsulfat) Sigma, Deutschland 
Sephadex G-100 Pharmacia, USA 
Sirius Red Polysciences, USA 
Triton X-100 Roth, Deutschland 
Trizin Sigma, Deutschland 
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Chemikalien Hersteller 
Trypanblau Sigma, Deutschland 
Tween 20 Roth, Deutschland  
Xylol Merck, Deutschland 
2.4 Gerätschaften 
 
Geräte  Hersteller 
ABI 310 Genetic Analyzer 
(Sequenzierautomat) 
Agarosegel-Elektrophoresystem  
DNA Pocket Block-UV 
Applied Biosystems, USA 
 
Biozym, Deutschland 
Beckman Avanti J-15 Zentrifuge Beckman Coulter, USA 
Beckman Optima L-70k Ultrazentrifuge Beckman Coulter, USA 
Braunüle (MT2-G1) 
DNA-Gel Dokumentationsgerät INTAS 
Braun, Deutschland 
INTAS, Deutschland 
Eismaschine Ziegra, Deutschland 
Gefriertrocknungsanlage Christ ALPHA B. Braun Biotech  
International, Deutschland 
Heraeus Biofuge 15R Tischzentrifuge Heraeus, Deutschland 
Heraeus Biofuge primo Tischzentrifuge Heraeus, Deutschland 
Inkubator Heraeus, Deutschland 
Lumi-Image Boehringer, Deutschland 
Mikroplatten-Washer, Anthos, ASYS Biochrom, Österreich 
Mikroskop Axiovert 135 M Zeiss, Deutschland 
Mikroskop Leica DMLB Leica, Deutschland 
MilliQ Wasseraufreinigungssystem Millipore, Frankreich 
PCR-Automat Biometra T3  Biometra, Deutschland 
pH-Meter WTW, Deutschland 
Pipettierhilfe 10 μl Eppendorf, Deutschland 
Pipettierhilfe 20 μl Eppendorf, Deutschland 
Pipettierhilfe 100 μl Eppendorf, Deutschland 
Pipettierhilfe 1000 μl Eppendorf, Deutschland 
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Geräte  Hersteller 
Schüttler Biometra WT16 Biometra, Deutschland 
Spannungsgerät Power PAC 300 Bio-RAD, USA 
Spectrophotometer Cary 50 Varian, USA 
Thermomixer 5436 Eppendorf, Deutschland 
Trio Thermoblock Biometra, Deutschland 
Utraschall-Prozessor UP100H 
Ultra Turrax T25 basic 
Victor 1420 Multilabel Counter 
Hielscher Ultrasonic GmbH, Deutschland  
IKA Labortechnik, Deutschland 
Perkin Elmer, USA 
Vortexer Vortex Genie2 Fisher Scientific, USA 
XCell Blot ModuleTM Invitrogen, USA 
XCell SureLockTM Mini-Cell-System Invitrogen, USA 
2.5 Puffer und Lösungen 
 
Für die angesetzten Lösungen wurde ausschließlich autoklaviertes  
MilliporeTM-Wasser verwendet. 
 
Ammoniumacetatlösung (10 M) 
Ansatz 100 ml: 77,1 g Ammoniumacetat wurden ad 100 ml H2O gelöst und 
anschließend sterilfiltriert. 
 
Blockierungslösung (Zell- und Gewebefärbung) 
(0,1 % (v/v) Gelatine; 1 % (w/v) BSA in PBS pH 7,4) 
Ansatz 50 ml: 1 g BSA in 50 ml PBS lösen, mit 50 μl Gelatine 3 % (w/v) gemischt und 
anschließend wurde die Lösung bei -20°C gelagert. 
 
Bromphenolblaulösung, 0,5 % (w/v) 
Ansatz 5 ml: 25 mg Bromphenolblau wurden ad 5 ml H2O gelöst und bei 4°C 
gelagert. 
 
CaCl2 (1 M) 
Ansatz 50 ml: 7,35 g CaCl2 x 2 H2O wurden ad 50 ml gelöst. 
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Coomassie-Brillantblue-Färbelösung 
Ansatz 100 ml: 45 ml (45 %) Methanol (v/v), 250 mg (0,25 %) Coomassie-Brillantblue 
R-250 (w/v) und 10 ml (10 %) Essigsäure (Eisessig) (v/v) wurden ad 100 ml mit H2O 
dest. aufgefüllt. 
 
Coomassie-Brillantblue-Entfärbelösung 
Ansatz 100 ml: 30 ml (30 %) Methanol (v/v) und 10 ml (10 %) Essigsäure (Eisessig) 
wurde mit ad 100 ml mit H2O dest. aufgefüllt. 
 
CsCl-Puffer (RNA-Isolation) (5,7 M CsCl/25 mM NaOAc, pH 6) 
Ansatz 100 ml: 0,83 ml 3 M Natriumacetatlösung pH 6 und 95,97 g CsCl wurden ad 
100 ml gelöst und anschließend steril filtriert. 
 
DTT (1 M)  
Ansatz 20 ml: 3,08 g DTT wurden ad 20 ml 0,01M NaOAc pH 6,0 gelöst, steril filtriert, 
aliquotiert und bei -20°C gelagert. 
 
EDTA (0,5 M), pH 8 
Ansatz 500 ml: 93,06 g EDTA (Titriplex III) wurden ad 300 ml H2O unter Zugabe von 
10 g NaOH-Plätzchen gelöst. Anschließend wurde der pH-Wert mit 5 M NaOH-
Lösung eingestellt und mit H2O ad 500 ml aufgefüllt. 
 
Ethidiumbromid (10 mg/ml) 
Ansatz 10 ml: 100 mg Ethidiumbromid wurden ad 10 ml H2O gelöst und 
anschließend lichtgeschützt bei 4°C gelagert. 
 
GIT-Puffer (4 M Guanidinthiocyanat, 25 mM Natriumacetat (pH 6), 0,835 % (v/v) 
Mercaptoethanol)  
Ansatz 200 ml: 94,53 g Guanidinthiocyanat und 1,67 ml 3 M NaOAc pH 6 wurden ad 
200 ml H2O gelöst. Die Lösung wurde bei 4°C gelagert und das Mercaptoethanol erst 
kurz vor Verwendung 0,835 % (v/v) dazugegeben. 
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Glucose (1 M) 
Ansatz 50 ml: 9,9 g Glucose wurden ad 50 ml H20 gelöst, steril filtriert und bei 4°C 
gelagert. 
 
HCl (1 M) 
Ansatz 200 ml: 19,64 ml 32%ige HCl wurden in 150 ml H2O verdünnt und 
anschließend ad 200 ml H2O aufgefüllt. 
 
Hankes complete Puffer 
Ansatz: 500 ml HBSS (Hanks buffered salt solution (ohne Mg2+, Ca2+), 1 ml 30 % 
(w/v) BSA, 1,5 ml 100 mM EDTA. 
 
Kaliumacetat (5 M) 
Ansatz 100 ml: 49,07 g Kaliumacetat wurden ad 100 ml H2O gelöst und autoklaviert. 
 
Lithiumchlorid (5 M) 
Ansatz 50 ml: 10,6 g LiCl wurden ad 50 ml H2O gelöst und autoklaviert. 
 
Lösung I (HSC-Präparation) 
Ansatz 200 ml: 200 ml HBSS ohne Ca2+ und Mg2+ (ohne Enzyme). 
 
Lösung II (HSC-Präparation)  
Ansatz 100 ml: 0,35 g Pronase E wurde in 100 ml HBSS mit Ca2+ und Mg2+ gelöst 
und anschließend steril filtriert. 
 
Lösung III (HSC-Präparation)  
Ansatz 60 ml: 0,015 g Kollagenase H wurde in 60 ml HBSS mit Ca2+ und Mg2+ gelöst 
und anschließend steril filtriert. 
 
Lösung IV (HSC-Präparation)  
Ansatz 100 ml: 0,010 g DNase I wurde in 100 ml HBSS mit Ca2+ und Mg2+ gelöst und 
anschließend steril filtriert. 
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MES-Puffer (20 x) (1 M MES, 1 M Tris, 69,3 mM SDS, 20,5 mM EDTA)  
Ansatz 500 ml: 97,6 g MES, 60,56 g Tris, 10 g SDS und 3 g EDTA wurden mit H2O 
ad 500 ml gelöst. 
 
MgCl2 (1 M) 
Ansatz 50 ml: 10,16 g MgCl2 x 6 H2O wurden mit H2O ad 50 ml gelöst und 
anschließend autoklaviert. 
 
MgSO4 (1 M) 
Ansatz 50 ml: 12,3 g MgSO4 x 7 H2O wurden mit H2O ad 50 ml gelöst und 
anschließend autoklaviert. 
 
MnCl2 (1 M) 
Ansatz 20 ml: 3,96 g MnCl2 x 4 H2O wurden mit H2O ad 20 ml gelöst und 
anschließend autoklaviert und bei -20°C gelagert. 
 
MOPS (1 M)  
Ansatz 100 ml: 20,93 g MOPS wurden in 60 ml H2O gelöst und mit 5 M NaOH ein 
pH-Wert von 7,0 eingestellt. Anschließend wurde der Puffer mit H2O ad 100 ml 
aufgefüllt. 
 
MOPS-Puffer (20 x) (1M MOPS, 1 M Tris-Base, 69,3 mM SDS und 20,5 mM 
EDTA) 
Ansatz 1000 ml: 209,2 g MOPS, 121,12 g Tris-Base, 20 g SDS und 6 g EDTA 
wurden mit H2O ad 1000 ml aufgefüllt. 
 
NaCl (5 M) 
Ansatz 100 ml: 29,22 g NaCl wurden mit H2O ad 100 ml gelöst. 
 
Na2HPO4 (1 M) 
Ansatz 200 ml: 35,58 g Na2HPO4 x 2 H2O wurden mit H2O ad 200 ml gelöst und 
anschließend sterilfiltriert. 
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NaH2PO4 (1 M) 
Ansatz 200 ml: 27,58 g NaH2PO4 x H2O wurden mit H2O ad 200 ml gelöst und 
anschließend sterilfiltriert. 
 
NaOH (2 M) 
Ansatz 50 ml: 4 g NaOH-Plätzchen wurden mit H2O ad 50 ml gelöst. 
 
NaOH (5 M) 
Ansatz 50 ml: 10 g NaOH-Plätzchen wurden mit H2O ad 50 ml gelöst. 
 
NaP-Puffer (1 M), pH 7 
1 M Na2HPO4 wurde als Lösung mit 1 M NaH2PO4 gemischt, bis sich ein pH-Wert 
von 7 eingestellt hat. 
 
Natriumacetat (3 M), pH 6 (RNA-Fällung) 
Ansatz 50 ml: 12,3 g Natriumacetat wurden in 30 ml H2O gelöst und mit 100%iger 
Essigsäure ein pH-Wert von 6 eingestellt. Anschließend wurde mit H2O ad 50 ml 
aufgefüllt.  
 
Nukleotidmix (10 mM dTTP, dGTP, dATP, dCTP) 
Ansatz 100 μl: Es wurden jeweils10 μl dGTP, dATP, dTTP und dCTP mit 60 μl H2O 
gemischt, aliquotiert und bei -20°C gelagert. 
 
NuPAGE-Transferpuffer (20 x) (Western Blot) (25 mM Bicine, 25 mM Bis-Tris,  
1 mM EDTA, 0,05 mM Chlorobutanol) 
Ansatz 1000 ml: 81,6 g Bicine, 104,8 g Bis-Tris, 6 g EDTA und 0,2 g Chlorobutanol 
wurden in 1000 ml H2O gelöst. 
 
Nycodenz-Stocklösung  
Ansatz 250 ml: 71,75 g Nycodenz wurde in 250 ml HBSS ohne Ca2+und Mg2+ bei 
Raumtemperatur (RT) gelöst und ein pH-Wert von 7,3 eingestellt. Anschließend 
wurde die Lösung steril filtriert und bei 4°C gelagert. 
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PBS (10 x) (1,37 M NaCl, 27 mM KCl, 100 mM Na2HPO4, 15 mM KH2PO4) 
Ansatz 1000 ml: 80 g NaCl, 2 g KCl, 11,5 g Na2HPO4 und 2 g KH2PO4 wurden in 900 
ml H2O gelöst und der pH-Wert mit konzentriere (konz.) HCl auf 7,4 eingestellt und 
mit H2O ad 1000 ml aufgefüllt. 
 
Permeabilisierungslösung (0,1 % Triton X-100, 0,1 % Natriumacetat)  
Ansatz 100 ml: 0,1 g Natriumcitrat wurde in 100 ml H2O gelöst und 100 μl Triton X-
100 wurden zugegeben und gut gemischt. 
 
PFA (Fixierlösung für Zellen) (4 % Paraformaldehyd in PBS pH 7,4) 
Ansatz 100 ml: 4 g Paraformaldehyd wurden in 50 ml heißem Wasser 
aufgeschlämmt, und unter ständigem Rühren langsam 5 M NaOH zugetropft, bis der 
Neutralpunkt erreicht war und das PFA sich schlagartig löste. Danach erfolgte die 
Zugabe von 10 ml 10 x konz. PBS. Der pH-Wert wurde mit Phosphorsäure auf 7,4 
eingestellt und mit H2O ad 100 ml aufgefüllt und die Lösung bei -20°C gelagert. 
 
Ponceau S, 0,1 % (w/v) 
Ansatz 200 ml: 0,2 g Ponceau S wurden in 200 ml 0,5%iger Essigsäure gelöst.  
 
RIPA-Lysispuffer (Tris 20 mM, 150 mM NaCl, NP-40 2 % (v/v), SDS 0,1 % (w/v), 
DOC 0,5 % (w/v) 
Ansatz 1000 ml: 2,42 g Tris, 8,76 g NaCl, 20 ml NP-40, 1 g SDS und 5 g DOC 
wurden in 900 ml H2O gelöst. Anschließend wurde der pH-Wert mit HCl auf 7,2 
eingestellt und mit H2O ad 1000 ml aufgefüllt. 
 
Rubidiumchlorid (4 M) 
Ansatz 40 ml: 19,34 g RbCl wurden mit H2O ad 40 ml gelöst, steril filtriert und bei  
-20°C gelagert. 
 
Sirius Red-Lösung, 0,1 % (w/v)  
Ansatz 100 ml: 0,1 g Sirius Red wurde in 100 ml kalter, wässriger Pikrinsäurelösung 
gelöst und der pH-Wert mit 2 M NaOH auf 2 eingestellt. Anschließend wurde die 
Lösung lichtgeschützt gelagert. 
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SSC (20 x) (3 M NaCl, 300 mM tri-Natriumcitrat) 
Ansatz 1000 ml: 175,32 g NaCl und 88,2 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat wurden mit H2O 
ad 1000 ml gelöst und anschließend autoklaviert. 
 
Stopp-Mix für DNA (5 x) (20 mM EDTA, 30 % (v/v) Glycerin, 0,5 % SDS (w/v),  
0,1 % (w/v) Bromphenolblau) 
Ansatz 5 ml: 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8), 1 ml Bromphenolblaulösung, 1,7 ml Glyzerin 
und 0,125 ml 20 % (w/v) SDS-Lösung wurden mit H2O ad 5 ml gelöst. 
 
TBE (10 x) (0,89 M Tris-HCl, 0,89 M Borsäure, 20 mM EDTA)  
Ansatz 1000 ml: 108 g Tris-Base, 55 g Borsäure und 7,44 g EDTA wurden in 1 l H2O 
gelöst. 
 
TBS (10 x) (0,1 M Tris, 1,5 M NaCl)  
Ansatz 1000 ml: 12,1 g Tris und 87,66 g NaCl wurden in 900 ml H2O gelöst und mit 
HCl auf einen pH-Wert von 7,6 eingestellt und anschließend ad 1000 ml mit H2O 
aufgefüllt und autoklaviert. 
 
TBST (10 x) (0,1 M Tris, 1,5 M NaCl, 0,1% Tween 20) 
Ansatz 1000 ml: 12,1 g Tris und 87,66 g NaCl wurden mit 1 ml Tween 20 versetzt  
und in 900 ml H2O gelöst und mit HCl auf einen pH-Wert von 7,6 eingestellt und 
anschließend ad 1000 ml mit H2O aufgefüllt und autoklaviert. 
 
TE (pH 8) (10 mM Tris-HCl pH 8,1 mM EDTA)  
Ansatz 100 ml: 1 ml Tris-HCl (1 M) pH 8 und 0,2 ml 0,5 M EDTA wurden in 98,8 ml 
H2O gelöst. 
 
Tris-HCl (1 M) (pH 7,5; pH 7,8; pH 8,4) 
Ansatz 500 ml: 60,55 g Tris wurden in 400 ml H2O gelöst und mit konz. HCl auf den 
entsprechenden pH-Wert von 7,5 bzw. 7,8 oder 8,4 eingestellt. Anschließend wurde 
die Lösung mit H2O ad 500 ml aufgefüllt. 
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2.6 Biologische Materialien 
2.6.1 Enzyme 
 
Enzyme Hersteller 
Akkutase 
DNase I  
PAA, Österreich 
Roche, Deutschland 
Kollagenase D 
Kollagenase H (C. histolyticum) 
Pronase E (Streptomyces griseus) 
Taq-Polymerase 
Roche, Deutschland 
Roche, Deutschland 
Merck, Deutschland 
Invitrogen, Deutschland 
Trypsin 10 x Roche, Österreich 
Streptavidin-FITC Dako, Deutschland 
2.6.2 Zytokine  
 
Zytokine Hersteller 
Interferon gamma (IFN-) R&D System, USA 
2.6.3 Antikörper (Ak) 
 
Antikörper Hersteller Konzentration 
(WB) Western-Blot 
(IF) Immunfluoreszenz  
(IH) Immunhistochemie 
IgG Kontrolle 
Maus-anti-RT1B (OX-6) 
(1. Ak) 
AbD Serotec, 
MCA46R, Deutschland 
1:1.000 (WB) 
1:100 (IH) 
Kaninchen-anti-GFAP  
(1. Ak) 
Sigma, Nr. G9269, 
Deutschland 
1:100 (IF) 
Kaninchen-anti-pSTAT1 
(Tyr701) (1. Ak) 
Cell Signaling, #9171, 
Deutschland 
1:1.000 (WB) 
Maus-anti-β-Aktin (1. Ak) Sigma, #A5441, 
Deutschland 
1:10.000 (WB) 
32 
 
Antikörper Hersteller Konzentration 
Kaninchen-anti-Desmin 
(1. Ak) 
Novus Biologicals, 
NB110-56931, USA 
1:100 (IH) 
Ziegen-anti-Desmin  
(1. Ak) 
Santa Cruz; sc-7559, 
USA 
1:100 (IF) 
Maus normal IgG Santa Cruz, sc-2025, 
USA 
1:100 (IH, IgG Kontrolle) 
 
Kaninchen normal IgG Santa Cruz, sc-2027, 
USA 
1:100 (IF, IH) 
Ziege normal IgG Santa Cruz, sc-2028, 
USA 
1:100 (IF, IH)  
Esel-anti-Ziege  
IgG-HRP (2. Ak) 
Santa Cruz, sc-2056, 
USA 
1:5.000 (WB) 
Ziege-anti-Kaninchen  
IgG-HRP (2. Ak) 
Santa Cruz, sc-2004, 
USA 
1:5.000 (WB) 
Ziege-anti-Maus  
IgG-HRP (2. Ak) 
Santa Cruz, sc-2005, 
USA 
1:5.000 (WB) 
Schwein-anti-Kaninchen 
IgG-Biotin (2. Ak) 
Dako, E0533, 
Deutschland 
1:300 (IF, IH)  
Kaninchen-anti-Ziege 
IgG-Biotin (2. Ak) 
Dako, E0466, 
Deutschland 
1: 300 (IF,IH) 
Kaninchen-anti-Maus 
IgG-Biotin (2. Ak) 
Dako, E0464, 
Deutschland 
1:300 (IH) 
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2.6.4 Primer 
 
Die genannten Primer wurden synthetisiert von der Firma MWG Biotec 
(Deutschland), und als Stocklösung auf 1 µg/µl mit sterilem H2O verdünnt und bei -
20°C eingefroren. 
 
Primer Annealing-
temp. (°C) 
Sequenz (5´  3´) Länge 
(bp) 
rCD80-for. 
rCD80-rev. 
55 5´-GTGTCCAAGTCGGTGAGAGA-3´ 
5´-GGGGGTAGGGAAGTCAGCTC-3´ 
328 
rCD86-for. 
rCD86-rev. 
60 5´-CCAGGCTCTACGACTTCACA-3´ 
5´-GGCTGATGGAGACACTGAAC-3´ 
326 
rRT1Bα-for. 
rRT1Bα-rev. 
58 5´-CAAGACGACAATGAGGCCGAC-3´ 
5´-GCTGGGGTTGAATTTGACCTC-3´ 
257 
rRT1Bβ-for. 
rRT1Bβ-rev. 
60 5´-CCGTCACAAGCGTCAGAAAG-3´ 
5´-TGGGGAGGGGGTAAAGGAGT-3´ 
548 
rRT1Dα-for. 
rRT1Dα-rev. 
58 5´-AACCCTCCTCCCAGAAACTA-3´ 
5´-AGAACCCCAGCCAGACATTA-3´ 
313 
rRT1Dβ-for. 
rRT1Dβ-rev. 
58 5´GCACAAAATAAGAAGATGAG-3´ 
5´CAGCCACCAGGAGCACAGAT-3´ 
284 
rGAPDH-for. 
rGAPDH-rev. 
56 5´-TGTGGATCTGACATGCCGCC-3´ 
5´-CACCACCCTGTTGCTGTAGC-3´ 
250 
 
2.6.5 Kinase-Inhibitoren 
 
Typ  Spezifität Hersteller 
PIC  Phosphatase Inhibitor 
Cocktail 2 
Sigma, Deutschland 
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2.6.6 Zellkulturmedien  
 
Kulturmedium/Zellpuffer Hersteller 
DMEM (Dulbecco´s Modified Eagles 
Medium) 
Cambrex, Belgien 
DPBS (Dulbecco´s phosphate buffered 
saline) 
Cambrex, Belgien 
FKS (Fötales Kälberserum) Cambrex, Belgien 
L-Glutamine (200 mM) (L-Glut) Gibco, USA 
Pen/Strep (Penicillin, Streptomycin)  
(10 mg/ml) 
Cambrex, Belgien 
HBSS (Hanks buffered salt solution) mit 
oder ohne Mg2+, Ca2+ 
PAA, Österreich 
RPMI 1640 PAA, Österreich 
2.6.6.1 Medien für Primärzellen und Zelllinienkulturen 
 
Mediumtyp Zusammensetzung 
Vollmedium  DMEM, 10 % FKS, 2 % L-Glut und 1 % 
Pen/Strep  
Standardmedium DMEM, 2 % L-Glut und 1 % Pen/Strep 
Einfriermedium (2 x) 11 ml Vollmedium (ohne FKS), 5 ml FKS 
und 4 ml DMSO 
T-Zell-Medium RPMI 1640, 5 % FKS, 2 %L-Glut und  
1 % Pen/Strep 
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2.6.7 Eukaryotische Zellen 
 
Zelltyp Ursprung 
L929-RT1B-Zellen  Viral transfizierte MHC-Klasse II (RT1B)-
positive Fibroblastenzelllinie der Maus. 
Zellen wurden von Prof. Rink (Institut für 
Immunologie, UK Aachen) zur Verfügung 
gestellt. 
HSC Primäre hepatische Sternzellen aus der 
Rattenleber. 
Milzzellen Primäre Milzzellen aus der Ratte. 
53/4-Hybridoma-T-Zellen 53/4 Ratten TZR-Vβ8.2+-TZH, generiert 
durch Fusion der MBP-spezifischen 
Zelllinie MBP13 und BW58, TZR ist 
identisch mit TZH 35/1 [Kreiss et al., 
2004]. Diese Zellen wurden über Prof. 
Rink (Institut für Immunologie,  
UK Aachen) von Herrn Prof. Gold  
(UK Bochum) bereitgestellt. 
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3. METHODEN 
3.1 Molekularbiologische Methoden 
3.1.1 RNA Isolation 
3.1.1.1 Isolierung von RNA aus Geweben mittels 
Ultrazentrifugation 
 
Zum Einsatz kamen etwa 200 - 300 mg tiefgefrorenes Gewebe (bei –80°C gelagert), 
welches in 2 ml GIT-Puffer (plus 0,835 % β-Mercaptoethanol) mit Hilfe eines Ultra 
Turrax T25 basic (IKA Labortechnik, Deutschland) bzw. eines Mörsers homogenisiert 
wurde. In sterilen Ultrazentrifugenröhrchen (SW41-Polyallomer-Röhrchen, 14 x 95 
mm) (Beckman, USA) wurden 4 ml CsCl-Puffer (5,7 M CsCl/25 mM NaOAC, pH 6) 
vorgelegt und anschließend mit 8 ml GIT-Puffer des Gewebelysates überschichtet. 
Es schloss sich ein Zentrifugationsschritt für 21 Std. bei 21°C und 25.000 rpm an. 
Nach der Zentrifugation wurde der Überstand bis zur Phasengrenze abgenommen. 
Der verbleibende Rest wurde abgeschüttet. Mit Hilfe eines Skalpells wurde das 
untere Ende des Zentrifugationsröhrchens abgeschnitten. 
Das Pellet wurde nun in 300 μl 0,3 M NaOAc pH 6 resuspendiert und anschließend 
für 1 min gevortext. Das resuspendierte Pellet wurde in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt und mit jeweils 800 μl kaltem EtOH gemischt. Die RNA wurde bei -80°C 
über Nacht gefällt. Nach der Fällung schloss sich eine Zentrifugation für 15 min bei 
15.000 rpm und 4°C an. Der Überstand wurde verworfen und das RNA-Pellet in 
sterilem H2O aufgenommen. Die RNA wurde bei -80°C gelagert. 
3.1.1.2 Isolierung von RNA aus Zellen 
 
RNA wurde aus in vitro kultivierten Zellen extrahiert, wobei mindestens 250.000 
Zellen eingesetzt wurden. Zur Extraktion wurde der kommerziell erhältliche RNA Mini 
Kit (Sigma, Deutschland) bzw. RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Deutschland) verwendet, 
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welcher mittels spezieller Säulen die selektive Anreicherung von mRNA bei 
Ausschluss kleinerer RNA-Moleküle wie rRNA und tRNA ermöglicht. Dazu wurde den 
Proben (0,5 – 1x10
7 
Zellen pro Probe) das Medium abgezogen, 3-mal mit TE- oder 
PBS-Puffer gewaschen und mit 350 - 500 μl des Lysispuffers RLT-Puffer (plus 0,8 % 
β-Mercaptoethanol) (RNeasy® Mini Kit, Qiagen) lysiert. Anschließend wurde der 
Zellaufschluss 7-mal durch eine gelbe Kanüle (20G) gedrückt und 70%iges Ethanol 
hinzugegeben. Die Isolation von RNA erfolgte mittels RNA-Mini-Kit bzw. RNeasy® 
Mini Kit nach den Angaben der Hersteller. Zur Entfernung eventueller  
DNA-Kontaminationen wurde zusätzlich ein DNase-I-Verdau (Roche, Deutschland), 
ebenfalls nach Angaben des Herstellers, durchgeführt. Die isolierte mRNA wurde bei  
-80°C eingefroren.  
3.1.2 RT-PCR 
 
Die Reverse Transkriptase (RT)-PCR dient zur Gewinnung von cDNA aus RNA. Im 
Gegensatz zur Standard-PCR findet nur ein Oligothymidin, das zum 
Polyadenosinende reifer mRNA komplementär ist, als Primer Verwendung. Durch 
eine reverse Transkriptase wird ausgehend vom Primer, ein zur mRNA 
komplementärer cDNA-Strang gebildet. Die RT-PCR erfasst sequenz-unabhängig 
jedes poly-Adenosin-tragende RNA-Molekül und vermehrt die Nukleinsäuremenge 
nur linear, da in der Polymerisierung keine zur Primeranlagerung geeigneten Stränge 
synthetisiert werden. 
Für die folgende cDNA-Synthese wurde der SuperScript® II Reverse TranscriptaseTM 
Kit (Invitrogen) verwendet. Hierzu wurden 1 μg gesamt RNA als Ausgangsmaterial,  
1 μl random hexamer Primer (250 ng/μl), 1 μl dNTPs (10 mM) gebraucht. Der 
Reaktionsansatz wurde mit H2O ad 13 μl aufgefüllt und bei 65°C für 5 min inkubiert, 
um Sekundärstrukturen der RNA aufzubrechen. Nach der Inkubation wurde der 
Ansatz mit 4 μl 5 x Puffer („first strang buffer“) (Invitrogen) und 2 μl DTT 0,1 M 
gemischt und bei 25°C für 2 min inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von  
1 μl SuperScript® II RT (Invitrogen). Der Ansatz wurde 10 min bei 25°C und hiernach 
50 min bei 42°C inkubiert. Es schloss sich für 15 min eine Enzyminaktivierung bei 
70°C an. Die cDNA wurde bei -20°C gelagert. 
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3.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, „Polymerase chain reaction“) ist eine Methode 
zur enzymatischen Amplifikation bzw. Modifikation eines DNA-Abschnittes, der von 
zwei bekannten Sequenzen flankiert wird [Saiki et al., 1988]. In dieser Arbeit wurde 
sie zur Expressions-Analyse von speziellen Genen verwendet. Als Template-DNA 
diente cDNA (siehe 3.1.2). 
 
Standard-PCR-Mix: 
Matrizen cDNA (50 ng)    2,00 μl 
dNTP-Mix (10 mM)    1,00 μl 
5´Primer (50 ng/μl)     2,00 μl 
3´Primer (50 ng/μl    2,00 μl 
Taq-Polymerase (5 U/µl)    0,20 μl 
10x PCR-Puffer (ohne MgCl2)    2,50 μl 
MgCl2 (50 mM)    0,75 μl 
H2O dest.  14,55 μl 
 
 
PCR-Programm: 
1. Initiale Denaturierung   5 min 94°C 
2. Denaturierung    1 min 94°C 
3. Primeranlagerung   1 min   x°C   Zyklenanzahl (x) 
4. Primerverlängerung   1 min 72°C  
5. Finale Verlängerung 10 min 72°C 
6. Kühlung      unbegrenzte Zeit   4°C 
 
x°C = Die Primer-Anlagerungstemperatur konnte je nach Primerpaar variieren, 
genauso wie die verwendete Zyklenzahl (x). Die spezifischen Primer-Anlageruns-
temperaturen und PCR-Produktgrößen sind unter 2.6.4 ersichtlich. 
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3.1.4 DNA-Sequenzierung 
 
Unter Sequenzierung versteht man die Bestimmung der Nukleinsäuresequenz der 
DNA. Die Sequenzierung von PCR-Produkten erfolgte nach der Didesoxy-
Kettenabbruchmethode [Sanger et al., 1977]. Die durch die RT-PCR erhaltenen 
spezifischen PCR-Produkte wurden entweder durch die Firma MWG Biotech 
(Deutschland) oder in unserem Labor nach folgendem Ablauf sequenziert: Für die 
Sequenzierreaktion wurden 200 - 400 ng gereinigtes PCR-Produkt (siehe 3.1.7),  
40 ng Sequenzierprimer, 8 μl Sequenziermix (BigDye Terminator Reaction Mix, 
Applied Biosystems, USA) angesetzt und mit H2O ad 20 μl ergänzt. Die Sequenzier-
PCR lief wie folgt ab: 
 
Sequenzierungs-PCR-Programm: 
1. Initiale Denaturierung    5 min 95°C 
2. Denaturierung   30 sek 95°C   
3. Primeranlagerung 20 sek 50°C   Zyklenanzahl (50 x) 
4. Primerverlängerung   4 min 60°C  
5. Kühlung      unbegrenzte Zeit    4°C 
 
Der Sequenzierungsansatz wurde nach der PCR über Centri-Sep Spin Columns 
(Princeton Separation, USA) gereinigt. Zu diesem Zweck wurden die Säulen mit  
800 μl H2O versetzt und das Säulenmaterial durch Vortexen aufgeschwemmt, bis 
sich keine Blasen mehr in der Säulenmatrix befanden. Das Säulenmaterial quoll über 
Nacht auf und das überschüssige Wasser konnte am folgenden Tag für 2 min bei 
750 x g aus dem Säulenmaterial entfernt werden. Anschließend wurde der 
Sequenzieransatz auf die Säule aufgetragen und erneut für 2 min bei  
750 x g zentrifugiert. Das Eluat wurde anschließend in der Vakuumzentrifuge zu 
einem Pellet getrocknet und später in H20 resuspendiert und auf einer ABI 310 
Genetic Analyzers sequenziert. 
3.1.5 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA 
 
Die Konzentration und Reinheit der RNA-Proben wurde durch Messung der 
Extinktion bei 260 nm bestimmt. Dabei entspricht eine Optische Dichte (OD) von 1,0 
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bei 260 nm einer Konzentration von 40 µg/ml ssRNA (einzelsträngiger RNA). Die 
Reinheit der RNA-Proben ergibt sich aus dem Quotienten OD260/OD280. Bei reiner 
RNA sollte dieser Quotient 1,8 bis 2,0 betragen.  
3.1.6 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA 
 
Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten (PCR-Produkten) erfolgte 
in 1,2%igem Agarosegel mit 1 x TBE-Laufpuffer. Zur anschließenden Visualisierung 
der DNA unter UV-Licht wurde pro 100 ml Agarosegel 3 µl Ethidiumbromid  
(10 mg/ml) ins Gel gegeben. Die aufzutrennende DNA wurde mit 5 x DNA-Stoppmix 
vermischt, in die Taschen pipettiert und anschließend im Agarosegel aufgetrennt. Als 
Größenmarker diente der 100 bp Marker (New England Biolabs, Deutschland). 
3.1.7 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
 
Über UV-Licht wurden die betreffenden DNA-Fragmente aus dem Agarosegel aus-
geschnitten, wobei die UV-Exposition auf ein Minimum beschränkt wurde. Daran 
anschließend wurde das DNA-Fragment mittels QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) 
laut Herstellerangaben isoliert und gereinigt. 
3.2 Biochemische Methoden 
3.2.1 Aufarbeitung von Proteinen aus Organen 
 
Die Organe (Milz, Leber) wurden dem Tier entnommen, kurz in 0,9 % NaCl-Lösung 
gewaschen, kleingeschnitten, in Flüssigstickstoff schockgefroren und eventuell bei  
-80°C zwischengelagert. Die gefrorenen Stücke wurden in einem vorgekühlten 
Porzellanmörser unter flüssigem Stickstoff zu Pulver zermahlen. Das Organpulver 
wurde in gekühlte Kryoröhrchen (Fa. Nunc) gefüllt. Ein Teil des Organpulvers wurde 
in RIPA-Complete-Lysispuffer aufgenommen, durch eine gelbe Kanüle (20G) 
geschert und bei 15.000 rpm bei 4°C für 10 min zentrifugiert. Anschließend wurde 
der klare Überstand abgenommen und in ein neues Eppendorfgefäß überführt.  
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3.2.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 
 
Die Proteinbestimmung von Zelllysaten bzw. Gewebelysaten, die in RIPA-Puffer 
aufgenommen wurden, erfolgte laut Herstellerangaben mit dem  
DC-Proteinbestimmungskit von Bio-Rad mit anschließender Absorptionsmessung mit 
dem Victor 1420 Multilabel Counter in 96-Wellplatten bei einer Wellenlänge von  
690 nm. Die gewählten Standards schlossen einen Bereich von 0 bis 1,8 mg/ml 
Proteinkonzentration ein. Proben, die oberhalb des Messbereichs lagen, wurden 
entsprechend verdünnt. 
3.2.3 Isolierung des Myelin-basischen-Proteins (MBP) 
 
Die Präparation des Myelin-basischen Proteins (myelin basic protein, MBP) aus dem 
Gehirn des Meerschweinchens (guinea pig; gp) wurde nach folgender Methode 
[Eylar et al., 1974] durchgeführt: Die Gehirne wurden von Dr. Hassler (HNO, UK 
Aachen) zur Verfügung gestellt. Das Prinzip der biochemischen Reinigung von 
gpMBP beruht auf der Trennung von basischen Proteinanteilen von den übrigen 
sauren Bestandteilen des Myelins und wird durch folgende 5 Schritte erreicht: 
 
1. Entfettung mittels Chloroform/Methanol-Extraktion 
2. Saure Extraktion bei pH 2 
3. Neutralisation bei pH 5,5  
4. Ammoniumsulfat-Fällung 
5. Aceton-Präzipitation 
Die Gehirne der Meerschweinchen wurden zuerst gewogen und anschließend in 
flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Für eine Präparation wurden 
3 - 4 Meerschweinchengehirne in einem Mörser (Reibschale) mit Pistill (Stößel) 
zerkleinert und in ein Becherglas überführt. Pro gemörsertes Gehirngewicht wurde 
das 2,5fache Volumen von vorgekühltem Methanol (-20°C) hinzugefügt und mit Hilfe 
des Ultra-Turrax weiter homogenisiert. Nun wurde für 3 - 5 min abwechselnd jeweils 
15 sek homogenisiert und abgewartet, um eine Erwärmung des Gewebematerials zu 
vermeiden. Anschließend erfolgte die 5fache Volumenzugabe von vorgekühltem 
Chloroform (-20°C) Es folgte eine erneute 3 - 5 min lange Homogenisierung. Zur 
Abtrennung des Chloroforms wurde das Homogenat in einen Scheidetrichter gefüllt. 
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Bei 4°C bilden sich dabei nach 3 – 5 Std. zwei klar getrennte Phasen, eine trübe 
obere und eine klare untere Phase. Die klare, chloroformhaltige Phase wurde 
verworfen und die trübe Phase mittels Waschflasche und Wasserstrahlpumpe in 
einer Porzellan-Filter-Nutsche durch 2 Whatmanpapiere filtriert. Es wurde mit ca.  
20 - 40 ml Aceton nachgespült und vorsichtig mit einem kleinen Spatel umgerührt, 
um letztlich ein sandfarbiges Pulver zu erhalten. Die getrocknete Masse wurde mit 
dem Spatel vom Filter gekratzt und pro eingesetztes Gehirngewicht das 4fache 
Volumen (w/v) von H2O hinzugegeben und erneut mit dem Ultra-Turrax für ca. 2 min 
homogenisiert. Das sich in einem Becherglas befindliche Homogenat wurde mit HCl 
auf pH <2 angesäuert, mit Alufolie abgedeckt und über Nacht bei 4°C extrahiert. Der 
saure Extrakt wurde in Falconröhrchen überführt und bei 3.000 rpm für 30 min bei 
4°C zentrifugiert, der Überstand mit NH3OH auf pH 5,5 eingestellt und langsam bei 
4°C gerührt. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt bei 3.000 rpm für 30 min bei 
4°C wurden die basischen Proteinanteile durch Zugabe von Ammoniumsulfat bis zur 
50%igen Sättigung (354 g/l umgerechnet auf das Gesamtvolumen) gefällt. Dabei 
wurde nach 20-minütigem Rühren mit 5 M NaOH ein pH-Wert von 6 eingestellt und 
die Fällung unter ständigem Rühren über Nacht bei 4°C durchgeführt. Die gefällte 
Lösung wurde bei 3.000 rpm für 30 min bei 4°C abzentrifugiert und das Pellet 
nochmals mit einer 50%igen Ammuniumsulfatlösung (H2O + (NH4)SO4) gewaschen 
und erneut bei 3.000 rpm für 5 min bei 4°C zentrifugiert. Anschließend wurde das 
Pellet in 4,5 ml sterilem H2O resuspendiert und mit der 9fachen Volumenmenge 
eiskaltem Aceton aufgefüllt, danach mit 1 ml/l konzentrierter HCl angesäuert und  
2 - 3 min bei RT stehen gelassen. Die Ansäuerung verhindert eine Degradierung des 
Proteins und die kurze Inkubation bei RT bewirkt einen weißen Ausfall. Nach 
Überführung in ein Glasröhrchen wurde das offene Röhrchen bei 1.800 rpm und 4°C 
für 20 min zentrifugiert. Das Pellet des gereinigten gpMBP wurde in sterilem H2O 
gelöst und in einen Dialyseschlauch gefüllt und über Nacht bei 4°C in H2O dialysiert. 
Das Dialysat wurde bei 1.800 rpm für 20 min bei 4°C abzentrifugiert, der Überstand 
in sterile „Low-binding“ Eppendorfgefäße überführt und in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren. Die Deckel der Eppendorfgefäße wurden durchlöchert und die 
gefrorene Lösung lyophilisiert. Die Reinheit und Integrität des lyophilisierten gpMBP 
wurde mittels Coomassie-Brillantblue-Färbung visualisiert (siehe 3.2.5). Dabei wurde 
1 mg/ ml gpMBP in RIPA-Puffer gelöst und 10, 25, 50 µg unter reduzierenden 
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Bedingungen (+DTT) in der SDS-PAGE-Gelelektrophorese aufgetrennt (siehe 3.2.4) 
und die Proteinbanden mittels Coomassie-Brillantblue gefärbt (siehe 3.2.5).  
3.2.4 Auftrennung von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen 
(SDS-PAGE) 
 
Die in RIPA-Complete-Lysispuffer aufgenommenen Zelllysate wurden mit Hilfe des 
DC-Proteinbestimmungskits (Bio-Rad, USA) quantifiziert (siehe 3.2.2), um gleiche 
Proteinmengen auf das Gel zu laden. Etwa 20 - 40 μg Lysat wurden mit 4 x LDS-
Ladepuffer (Invitrogen) gemischt und für 10 min bei 95°C denaturiert. Anschließend 
wurden die Proben kurz zentrifugiert und auf das Polyacrylamid-Gel geladen. Zum 
Einsatz kamen vorgegossene Gele der Firma Invitrogen, in Kombination mit dem 
XCell SureLockTM Mini-Cell-System (Invitrogen). Bei der Auftrennung der zu 
untersuchenden Proteine kamen 4 - 12 % Bis-Tris-Gradienten-Gele mit MES- oder 
MOPS-Laufpuffer zum Einsatz. Die Proben wurden bei einer konstanten Spannung 
von 150 V so lange im Gelsystem laufen gelassen, bis sich der eingesetzte 
Größenmarker vollständig aufgetrennt hatte. 
3.2.5 Coomassie-Brillantblue-Färbung 
 
Die Visualisierung elektrophoretisch aufgetrennter Proteine im Gel erfolgte durch 
Anfärbung mit Coomassie-Brilliantblue R-250 [Syrový und Hodný, 1991] für  
ca. 30 min bei RT und anschließender Entfärbung von nicht-proteinhaltigen 
Bereichen. Zur Größenabschätzung wurde ein Marker (SeeBlue® Plus2 Pre-Stained 
Protein Standard) der Firma Invitrogen benutzt. 
3.2.6 Western-Blot-Analyse  
 
Das Polyacrylamid-Gel wurde nach dem Lauf 10 min in 1 x NuPAGE-Transferpuffer 
äquilibriert. Für den Transfer der Proteine auf Nitrocellulose fand das Blotsystem 
XCell Blot Modul der Firma Invitrogen Anwendung. Schwämme, Whatmanpapier, 
Nitrozellulosemembran und Gel wurden mit Transferpuffer äquilibriert. Auf der 
Kathodenseite der Kammer wurden drei Schwämme platziert, gefolgt von drei Lagen 
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Whatmanpapier. Daran anschließend folgte das Polyacrylamid-Gel, welches direkt 
von der Nitrozellulosemembran abgedeckt wurde. Es schlossen sich wieder drei 
Lagen Whatmanpapier und drei Schwämme an. Anschließend wurde die Kammer mit 
dem Anodendeckel verschlossen und in das Blot-Modul eingebaut. Der 
Kammerinnenbereich wurde anschließend mit 1 x NuPAGE-Transferpuffer gefüllt. 
Der Außenbereich des Blot-Moduls wurde mit kaltem Wasser gefüllt. Zur besseren 
Kühlung wurde die ganze Apparatur in der Kühlkammer bei konstanten 4°C 
aufgebaut. Der Standardtransfer lief bei einer Spannung von 40 V für 2 - 2.5 Std. ab. 
Nach erfolgtem Transfer wurde das Blot-Modul abgebaut und die Membran kurz in 
Ponceau S-Lösung (0,1 % w/v) (Sigma) für eine reversible Proteindarstellung gefärbt, 
die Membran eingescannt und in TBS-Lösung langsam wieder entfärbt. Die 
Membran wurde anschließend 30 - 60 min in 5 % Magermilchpulver in 1 x TBST bei 
RT blockiert. Daran anschließend erfolgte die Inkubation mit dem 1. Antikörper (Ak) 
über Nacht. Die Antikörper wurden in 2,5 % Magermilchpulver in TBST verdünnt. Die 
Verdünnung variierte je nach Antikörper (siehe 2.6.3) von 1:1.000 bis 1:10.000. Es 
schlossen sich 3 x 5 min Waschungen in TBST an, bevor die Membran mit dem 
Enzym-gekoppelten Zweitantikörper (2. Ak) für 2 Std. bei RT inkubiert wurde. Zur 
Entwicklung im Lumi-Imager ECL-Dokumentationssystem der Firma Boehringer 
wurde die Membran 3 x 5 min in TBST und 2 x 5 min in TBS gewaschen. Die 
Membran wurde anschließend mit SuperSignal® West Dura Extended Duration 
Substrate (Pierce) für 5 min inkubiert und die Signale wurden aufgenommen. 
3.2.7 IL-2 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 
 
Die Bestimmung der IL-2-Konzentrationen der Stimulationsansätze erfolgte mit dem 
mouse IL-2 ELISA Kit der Firma BD. Bei diesem ELISA werden IL-2-Moleküle 
zunächst an immobilisierte Ak gebunden. In einem zweiten Schritt wird ein Enzym-
konjugierter Ak, der für ein anderes IL-2-Epitop spezifisch ist, hinzugegeben. Das 
Enzym katalysiert eine Farbreaktion, deren Stärke mit der Menge des gebundenen 
Ak und damit der vorhandenen IL-2-Moleküle proportional ist. Im Bezug eines 
Standards kann der IL-2-Gehalt der unbekannten Ansätze ermittelt werden. 
Alle Zellkulturüberstände wurden zum (bei den jeweiligen Experimenten) vermerkten 
Zeitpunkt geerntet. Dann wurden die Zellen abzentrifugiert (bei 3.000 rpm 15 min) 
und die Überstände abpipettiert und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Diese 
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gewonnenen Überstände wurden anschließend aufgetaut und auf ihren IL-2-Gehalt 
getestet. Dazu wurde eine 96-Loch-ELISA-Platte (Nunc) über Nacht mit einem anti-
IL-2-Antikörper beschichtet, dreimal mit 0,05 % Tween in PBS gewaschen und 1 Std. 
mit 10 % FKS in PBS geblockt. Nach dreimaligem Waschen wurden je 100 µl 
Zellüberstand in jede Vertiefung pipettiert. Zusätzlich wurde eine Eichreihe aus  
IL-2-Standards verwendet. Nach 2 Std. Inkubation wurde fünfmal gewaschen und mit 
einer Mischung aus einem Biotin-markierten weiteren anti-IL-2-Antikörper und 
Streptavidin-HRP zur Markierung des gebundenen IL-2 für 1 Std. inkubiert. Die 
Detektion erfolgte mit dem Substrat 1-StepTM Ultra-TMB–ELISA (Thermo Scientific), 
die enzymatische Reaktion wurde mit 2 M H2SO4 gestoppt und anschließend mit 
dem ELISA-Reader die Farbintensität gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte 
mit MS Excel. 
3.3 Zellkulturtechniken 
3.3.1 Isolierung von primären Milzzellen aus der Ratte 
 
Aus einer getöteten männlichen Lewis (LEW)-Ratte wurde die Milz entnommen und 
mit gekühltem 1 x PBS gewaschen. Anschließend wurden 500 - 1000 µl Kollagenase 
D (2 mg/ml) (Roche) gelöst in Vollmedium (ohne FKS) und unter Verwendung einer 
Spritze in die Milz gespritzt. Die Milz wurde in eine 60-mm-Zellkulturplatte gelegt und 
mittels eines Skalpells in kleine Stücke geschnitten und für 25 min bei 37°C inkubiert. 
Nach Ablauf dieser Zeit wurde 1 ml einer 10 mM EDTA-Lösung zugegeben und 
weitere 5 min bei 37°C inkubiert. Die Milzstücke wurden vorsichtig mit dem Stempel 
einer Einmalspritze (1 ml) durch ein Stahlsieb gerieben. Die zerriebene Milz wurde in 
1 x PBS resuspendiert und 10 min bei 200 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation 
wurde der Überstand verworfen und das Pellet in 1 x PBS resuspendiert. Es wurden 
3 - 5 ml der Resuspension auf die 14,5%-Nycodenz-PBS-Lösung (1,079 g/ml) 
vorsichtig aufgetragen und 15 min bei 1.800 x g bei 4°C zentrifugiert. Eine weiße 
dünne Bande in der Interphase wurde entnommen, in Vollmedium überführt und 
zweimal für 5 min bei 400 x g zentrifugiert. Die Zellen wurden lysiert und aus ihnen 
entweder RNA (siehe 3.1.1.1) oder Protein (siehe 3.2.1) gewonnen.  
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3.3.2 Isolierung von primären HSC aus der Rattenleber 
 
Die Isolation der HSC erfolgte mittels Pronase-Kollagenase-Methode [de Leeuw et 
al., 1984]. Für die Isolierung und anschließende Kultivierung von HSC wurden 
männliche LEW-Ratten mit einem Körpergewicht von 350 - 400 g herangezogen. Die 
Ratten wurden mit einer Mischung aus Ketamin/Xylazin sediert. Nach erfolgter 
Betäubung wurde der Ratte das Abdomen geöffnet und die Vena portae freigelegt 
und kanuliert. Mit Hilfe einer Fadenschlinge um die Pfortader wurde die  
Braunkanüle (MT2-G1) (Braun) bei der Kanulierung gesichert. Die V. cava inferior 
wurde anschließend durchtrennt und dann die Rattenleber mit einer Flussrate von  
10 ml/min mit 100 ml Lösung I perfundiert. Während der Perfusion mit Lösung I 
wurde die Leber präpariert, freigelegt und die Perfusion mit 60 ml Lösung II auf 
einem Tropftrichter in einem Inkubationsschrank fortgesetzt. Nach komplettem 
Verbrauch von Lösung II wurde die Perfusion mit 100 ml Lösung III fortgesetzt, bis 
sich ein sichtbarer beginnender Zerfall der Leber zeigte. Die Leber wurde 
anschließend in eine sterile Petrischale überführt und störende Gewebereste 
entfernt. Die Leber wurde anschließend mit 100 ml Lösung IV übergossen, die 
Leberkapsel mit einer Pinzette aufgerissen, in kleine Stücke zerteilt, in einen 
Erlenmeyerkolben überführt und unter ständigem Rühren (200 rpm) bei 37°C  
1 - 15 min inkubiert, und ein konstanter pH-Wert von 7,3 mit 1 M NaOH eingestellt. 
Die Zellsuspension wurde anschließend durch Nylongaze (Weite 100) (Nythal) filtriert 
und für 7 min bei 4°C und 450 x g zentrifugiert. Das Sediment wurde pro Röhrchen in 
2 ml kaltem Hanks buffered salt solution (HBSS)/ Rinderserumalbumin (BSA) 
resuspendiert, unter den Nycodenz-Gradienten (Nycodenzstocklösung) (28,7 % w/v) 
geschichtet und bei 1.400 x g bei 4°C für 22 min zentrifugiert. Eine weiße Bande, 
bestehend aus HSC, setzte sich aufgrund der geringeren Dichte oberhalb des 
Gradienten ab und ließ sich mit einer Kanüle abheben. Die HSC wurden mit 50 ml 
HBSS gemischt und bei 450 x g für 7 min bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde 
erneut mit einer Spritze abgenommen und in 5 ml kaltem HBSS mit 1% FKS 
aufgenommen. Die Zellen wurden anschließend in der Neubauer-Kammer 
ausgezählt. Die Reinheit der Zellpräparation wurde durch Lichtmikroskopie, Vitamin-
A-Autofluoreszenz und positive Immunfluoreszenz überprüft. Die Reinheit der Zellen 
lag bei durchschnittlich 90 - 95 %. 
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3.3.3 Kultivierung von primären HSC 
 
Die frisch isolierten HSC (siehe 3.3.2) wurden anschließend für 12 - 24 Std. im 
Brutschrank bei 37°C, 5 % CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit im Standardmedium mit 
zusätzlich 20 % fetalem Kälberserum (FKS) inkubiert. Der erste Mediumwechsel 
vollzog sich einen Tag nach der Aussat der HSCs, als Medium diente Vollmedium 
(DMEM, 10 % FKS, 2 % L-Glut, 1 % Pen/Strep). Die Zellen wurden je nach Bedarf 
auf einer 6-Well, 24-Well, 96-Well oder Petrischalen mit folgenden Zellzahlen und 
Volumina ausplattiert (siehe Tabelle 1). In der weiteren Kultivierung wurde alle zwei 
Tage ein Mediumwechsel mit Vollmedium durchgeführt. Am Tag 7 der  
HSC-Kultivierung vollzog sich eine Splittung der Zellen und anschließende 
Subkultivierung (siehe 3.3.4). 
 
Tabelle 1: Schema der Zellkultivierung von HSC 
 96-Well 24-Well 6-Well 
Petrischale 
100 x 20 mm 
Zellzahl 30.000 40.000 200.000 - 300.000 2.5 - 3 x 106 
Volumen (ml) 0,2 1 1 12 
 
3.3.4 Subkultivierung von L929-RT1B und HSC 
 
Konfluente Zellmonolayer wurden dreimal mit PBS oder TE-Puffer gewaschen und 
dann mit jeweils 1 - 2 ml (bezogen auf eine Plattengröße von ∅ 10 cm) Trypsin in 
PBS oder Akkutase für 5 - 10 min inkubiert. Die Zellsuspension wurde in 10 ml 
Vollmedium aufgenommen, um den weiteren Verdau zu inhibieren. Die Zellen 
wurden in der Neubauer-Kammer ausgezählt und bei Bedarf in der Zentrifuge bei 
1.500 rpm und 5°C für 5 min zentrifugiert und das Zellpellet wurde in dem 
gewünschten Volumen aufgenommen. Die gewünschten Zellzahlen wurden auf 
neuen Petrischalen oder Wells ausplattiert. 
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3.3.5 Kultivierung von 53/4-Hybridoma-T-Zellen 
 
Die nicht adhärenten 53/4-Hybridoma-T-Zellen wurden in T-Zell-Medium (siehe 
2.6.6.1) kultiviert. Die konfluent gewachsene Zellkultur wurde 1:5 bis 1:8 auf 
Kulturflaschen/-schalen gleicher Größe verteilt (gesplittet). Vor diesem Splitten 
wurden die Zellen auf ihre Vitalität getestet (Trypanblaufärbung, siehe 3.3.9). Unter 
optimalen Bedingungen lag der Anteil toter Zellen bei ≤ 5 %. Da diese T-Zellen 
später mit HSC/MFB kokultiviert werden sollten, wurden sie nach dem Vorgang des 
Splittens in Vollmedium (DMEM) kultiviert.  
3.3.6 Kokultivierung von HSC/MFB mit 53/4-Hybridoma-T-
Zellen  
 
Primäre Ratten-HSC bzw. -MFB wurde mit einer Dichte von 30.000 bzw. 20.000 
Zellen pro Well in 96-Well-Platten ausplattiert. Unterschiedlich lang kultivierte HSC 
(HSC 3d, 5d, 7d) bzw. MFB (3d) wurden mit 40.000 53/4-Hybridoma-T-Zellen 
kokultiviert. Bei Antigenstimulation erfolgte die Zugabe des gereinigten spezifischen 
Antigens gpMBP (1 - 20 µg/ml) bzw. des unspezifischen Antigens (Negativ-Kontrolle, 
BSA). Diese Kokultivierung dauerte 48 Std., anschließend wurde wie unter Punkt 
3.2.7 beschrieben die IL-2-Konzentrationen in den Medien mittels eines ELISA 
bestimmt. 
3.3.7 Stimulation mit Interferon- 
 
Unterschiedlich lang kultivierte HSC bzw. MFB wurden mit Hybridoma-T-Zellen 
(siehe 3.3.5) in Vollmedium kokultiviert und mit IFN- stimuliert. Die verwendeten 
IFN--Konzentrationen betrugen 10 - 100 ng/ml und der Stimulationszeitraum bis zu 
48 Std. Die IL-2-Konzentrationen in den Medien wurden anschießend mittels ELISA 
(siehe 3.2.7) bestimmt. 
Um den Einfluss bei IFN--stimulierten Zellen (HSC/MFB) näher zu untersuchen, 
wurden diese Zellen 18 - 20 Std. vor Versuchsbeginn in 0,5 % FKS-haltigem 
Standardmedium kultiviert. Bei Versuchsbeginn wurden die Zellen mit 
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unterschiedlichen Konzentrationen von IFN- für 24 - 48 Std. stimuliert. Anschließend 
wurde der Einfluss von IFN- auf Proteinebene wie auch auf RNA-Ebene untersucht. 
Als Methoden wurden die Western-Blot-Analyse (siehe 3.2.6) und RT-PCR (siehe 
3.1.2) bzw. PCR (siehe 3.1.3) verwendet. 
3.3.8 Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Kammer 
 
Zur Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-Kammer wurde die zu bestimmende 
Zellsuspension so weit mit Kulturmedium verdünnt, dass man pro Eckquadrat (bei 
Einsatz von 10 μl Zellsuspension) ca. 100 Zellen erwarten konnte. Von der 
verdünnten Zellsuspension wurden 10 μl in die Neubauer-Kammer eingebracht und 
die Zellzahl in allen 4 Großquadraten bestimmt. Die Gesamtzellzahl/ml der 
Zellsuspension wird folgendermaßen berechnet: 
Zellen/ml = Σ Zellen x 104 x Verdünnungsfaktor/Anzahl der Großquadrate 
3.3.9 Färbung mit Trypanblau 
 
Um die Vitalität von Zellen zu überprüfen, wurde der einfache und schnelle 
Routinetest der Trypanblaufärbung angewendet. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, 
dessen Anionen an die Zellproteine binden. Das Trypanblau gelangt durch defekte 
Zellmembranen toter Zellen in das Zytosol und färbt diese Zellen tiefblau. Lebende 
Zellen erscheinen unter dem Mikroskop leuchtend hell. Bei zu langer Einwirkzeit von 
Trypanblau ist ein Anstieg von toten Zellen zu beobachten, da dieser Farbstoff 
zytotoxisch wirkt. Eine gut zählbare Zellsuspension wurde durch Verdünnung mit 
Vollmedium oder 1 x PBS eingestellt und mit Trypanblau im Verhältnis von 1:1 
gemischt. Zur Beurteilung des Lebend-Tot-Verhältnisses wurden 10 μl der 
Zellsuspension in der Neubauer-Kammer unter einem Lichtmikroskop innerhalb von 
2 - 3 min ausgezählt.  
3.3.10 Kryokonservierung von Zellen 
 
Die Zellen wurden wie oben beschrieben trypsiniert, zentrifugiert und das Pellet in  
5 ml Vollmedium aufgenommen. Zur Kryokonservierung wurde die Zellsuspension zu 
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gleichen Teilen mit dem Einfriermedium (2 x) (Zusammensetzung siehe 2.6.6.1) 
gemischt und zu jeweils 1 ml in Kryoröhrchen aliquotiert und bei -80°C weggefroren. 
Das Einfriermedium wurde während der Prozedur kaltgestellt. 
3.4 Histologische Arbeitsmethoden 
3.4.1 Herstellung von Gewebeschnitten der Leber 
 
Die Leber wurde dem Tier entnommen, kurz in 1 x PBS gewaschen und dann mit 
einem feinen Skalpell in dünne Streifen zerschnitten; ggf. wurden kleinere Stücke für 
RNA- und Proteinproben in Stickstoff eingefroren. Die Leberstreifen wurden über 
Nacht in Fixierlösung (4 % PFA) eingelegt und anschließend über eine Ethanolreihe 
entwässert, wobei das Gewebe für 2 Std. in 70 %, 2 Std. in 80 % und 2 Std. in 90 % 
Ethanol eingebracht wurde. Über Nacht folgte die finale Entwässerung in 100%igem 
Ethanol. Nach der Inkubation in 100%igem Ethanol wurde das Gewebe  
2 x 20 min in Xylol inkubiert und anschließend in ein dreistufiges Paraffinbad 
eingelegt. Das Gewebe wurde mit Hilfe von Plastikkassetten für 2 x 2 Std. und  
1 x 24 Std. bei 60°C in flüssiges Paraffin eingelegt. Anschließend konnte das 
Gewebe entnommen und in einem Paraffinblock eingebettet werden. Nach 
Aushärtung des Paraffinblocks konnten die Gewebeproben geschnitten werden. 
3.4.2 Sirius Red-Färbungen 
 
Die Paraffinschnitte wurden für 40 min bei 60°C entparaffinisiert. Anschließend 
wurden die Schnitte für 10 min in Xylol inkubiert und dann für 2 min in 100 % Ethanol, 
1 min in 96 % Ethanol, 1 min in 70 % Ethanol inkubiert. Danach wurden die Schnitte 
unter fließendem kaltem Wasser kurz gewässert und für 1 Std. in der Sirius Red-
Lösung inkubiert. Anschließend wurden die Schnitte in 0,01 M HCl differenziert, 
wieder kurz mit Wasser gespült und einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 96 % 
und 100 %) unterzogen. Die Inkubationszeit pro Alkoholkonzentration betrug ca. 10 
sek. Anschließend wurde das Gewebe für 1 Std. in Xylol inkubiert. Die Präparate 
wurden anschließend mit DPX-Einschlussmittel eingedeckt und über Nacht 
getrocknet. Die Schnitte wurden dunkel gelagert. 
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3.4.3 Immunhistochemische Färbungen 
 
Die Paraffinschnitte wurden 3 x für 10 min in Xylol gestellt und durch eine 
absteigende Alkoholreihe geführt: 2 x 5 min Ethanol absolut, 2 x 5 min 96 % Ethanol, 
5 min 70 % Ethanol. Anschließend wurden die Schnitte in H2O dest. gespült. Optional 
konnte nach 5-minütiger Inkubation in PBS eine Antigendemaskierung mit 0,01 M tri-
Natriumcitrat-Dihydrat pH 6 für 2 min bei 180 W in der Mikrowelle, mit 
anschließendem 20-minütigen Abkühlen und Waschen mit H2O dest., durchgeführt 
werden. Um endogene Peroxidasen zu blockieren, wurden die Schnitte mit 3 % H2O2 
in Methanol für 30 min bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert und zweimal mit 
PBS gewaschen. Für die endogene Biotin-Blockierung wurde das Dako-Avidin/Biotin-
System verwendet. Dabei wurden die Schnitte 10 min mit Lösung A, dann 10 min mit 
Lösung B inkubiert und mit PBS gewaschen. Der Primärantikörper und die jeweiligen 
Kontrollen wurden in 1 % BSA in PBS verdünnt (1:100 - 1:200), je 100 μl pro Schnitt 
aufgetragen und in einer feuchten Kammer über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach 
zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Schnitte in dem in 1 % BSA in PBS-
verdünnten Biotin-markierten Sekundärantikörper (1:300) für 1 Std. bei RT in der 
feuchten Kammer inkubiert.  
Nach zweimaligem Waschen der Schnitte in PBS wurden 50 - 100 μl der  
ABC-Lösung zugegeben, für 30 min bei RT in der feuchten Kammer inkubiert und 
zweimal in PBS gewaschen. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem  
DAB-Farbsubstrat, je nach Farbentwicklung wurde die Reaktion nach 1 - 15 min 
durch Waschen in H2O dest. gestoppt. Als Gegenfärbung wurde Mayers Hämalaun 
(Merck) verwendet. Bei der Hämalaun-Färbung wurden nach 5 min Inkubation die 
Schnitte für 10 min unter fließendem Leitungswasser gebläut und anschließend je 1 
min durch die aufsteigende Ethanolreihe geführt. Nach zweimaliger Inkubation für 5 
min in Xylol wurden die Schnitte mit 1 Tropfen DPX-Mountant versehen und ein 
Deckglas aufgelegt. 
3.4.4 Ansetzen von Glasplättchen für den Zellkulturgebrauch 
 
Die runden Deckgläser wurden in einer Glasschale mit 25%iger Salzsäure bedeckt, 
abgedichtet und über Nacht bei 37°C geschüttelt. Nach Ablauf der genannten Zeit 
wurde die Salzsäure entsorgt und die Glasplättchen unter fließendem kaltem Wasser 
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10 min gewässert. Daran schlossen sich zwei Waschgänge mit 70 % Ethanol an. Die 
Aufbewahrung der Glasplättchen erfolgte bis zu ihrem Gebrauch in 70 % Ethanol bei 
4°C. Die Glasplättchen wurden 24 - 48 Std. vor ihrem Gebrauch unter sterilen 
Bedingungen dem Ethanol entnommen. Sie wurden zweimal mit sterilem H2O 
gewaschen, anschließend in der Gasbrennerflamme entkeimt und in 12-Well-Platten 
gegeben. Jedes Glasplättchen wurde mit 1 ml Standardmedium mit 50 % FKS 
überschichtet und für 24 - 48 Std. (bis zur Zellaussaat) bei 37°C inkubiert. 
3.4.5 Immunfluoreszenzfärbung von Zellen 
 
Die zu untersuchenden HSC bzw. MFB wurden für diesen Versuch auf Glasplättchen 
in 12-Well-Platten ausplattiert und unterschiedlich lang kultiviert. Für die Fixierung 
wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und für 17 min bei RT mit 4 % PFA in 
PBS fixiert und anschließend dreimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden 
anschließend permeabilisiert. Dazu wurden die Zellen auf Eis gestellt und für 2 min 
mit Permeabilisierungslösung inkubiert und anschließend dreimal mit PBS 
gewaschen. Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Zellen  
30 min bei 37°C mit Blockierungslösung inkubiert. Die Inkubation mit dem 1. Ak 
wurde über Nacht in einer feuchten Kammer bei 4°C durchgeführt. Die Zellen wurden 
anschließend dreimal in PBS gewaschen. Die folgende Inkubation mit dem 2. Ak, 
Schwein-anti-Kaninchen IgG-Biotin (Dako) bzw. Kaninchen-anti-Ziege IgG-Biotin 
(Dako) erfolgte für 30 min bei 37° in einer Verdünnung von 1:300. Nach der 
Inkubation wurden die Zellen dreimal in 1 x PBS gewaschen und mit 200 µl 
Streptavidin- Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) (Dako) in einer Verdünnung von 1:100 
für 1 Std. bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach diesem Schritt wurden die fixierten 
Zellen dreimal in 1 x PBS und zweimal in sterilem H2O gewaschen. Für die 
Kernfärbung wurde mit DAPI (Dako) gegengefärbt. Dazu wurde 1 μl DAPI in 100 ml 
PBS gelöst und die Zellen für 10 sek bei RT inkubiert. Die Zellen wurden danach 
dreimal mit PBS gewaschen, die Glasplättchen auf Objektträger übertragen, mit 
Mowiol (Calbiochem) eingedeckt und 10 min bei RT getrocknet. Die Glasränder 
wurden schließlich mit Nagellack versiegelt. Die Zellpräparate wurden anschließend 
dunkel gelagert. 
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Herstellung von Mowiol 
Es wurden 12 g Mowiol 4-88 (Calbiochem) in 30 ml kaltem H20 dest. eingerührt. 
Unter Rühren erfolgte die Zugabe von 60 ml 0,2 M Tris-HCl Puffer pH 8,5. Diese 
Mischung wurde anschließend über Nacht stehen gelassen. Am folgenden Tag 
wurde sie im Wasserbad langsam auf 90°C erhitzt und für 45 min gekocht. Das 
Gemisch wurde langsam auf 50°C abgekühlt und 30 g Glyzerin wurden eingerührt. 
Das fertige Mowiol wurde portioniert und bei -20°C gelagert. 
3.5 Gallengangligatur (BDL)  
 
Für die in vivo Versuche in fibrosierenden Lebern wurden Sprague-Dawley-Ratten 
einer Gallengangligatur bzw. CCl4-Injektion (siehe 2.7) unterzogen. Bei der 
Gallengangligatur (BDL) [Arias et al., 2003] wurde der Gallengang abgeschnürt, 
wobei es zu einer Cholestase in der Leber kommt, die eine Fibrogenese auslöst. Die 
Tiere wurden nach einem Zeitraum von sieben bis vierzehn Tagen sediert, getötet 
und die Leber entnommen. Die entnommene Leber wurde in 0,9%iger NaCl-Lösung 
gewaschen. Ein Teil der Leber wurde kleingeschnitten, mit flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei -80°C zwischengelagert. Aus den gefrorenen Stücken wurde 
zu einem späteren Zeitpunkt nach den beschriebenen Methoden RNA (siehe 3.1.1.1) 
bzw. Protein (siehe 3.2.1) isoliert. Aus dem restlichen Teil der Leber wurden 
Gewebeschnitte hergestellt (siehe 3.4.1). Die Gallengangligatur wurde in unserem 
Institut von Frau Sauer-Lehnen durchgeführt. 
3.6 CCl4-Injektion  
 
Eine chronische in vivo Leberschädigung wurde durch Injektionen von 
Tetrachlorkohlenstoff (CCl4) über einen längeren Zeitraum verursacht [Borkham-
Kamphorst et al., 2008]. Als Versuchstiere wurden 42 Sprague-Dawley-Ratten 
verwendet. Diese Tiere waren zu Versuchsbeginn 6 Wochen alt und wogen ca.  
150 - 180 g. Sie wurden in 6 Gruppen zu je 7 Tieren eingeteilt. Jede Gruppe enthielt 
zwei Kontrolltiere (nur H2O-Injektion) und fünf Versuchstiere. Den verwendeten 
Versuchstieren wurde über einen Zeitraum von 1 - 12 Wochen (Tabelle 2)  
0,1 ml/100g (v/w) CCl4 in Mineralöl im Verhältnis 1:1 intraperitoneal injiziert. Sie 
wurden jeweils 24 Std. nach der letzten Injektion mit Isofluran betäubt und die  
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Vena porta zur Blutentnahme punktiert. Das Blut wurde im Zentrallabor des  
UK Aachen auf Fibrose-relevante Markerproteine wie Albumin, Alanin-Transferase 
(ALT), Aspartat-Transferase (AST), alkalische Phosphatase (AP), -Glutamyl-
Transferase(-GT), Bilirubin (gesamt), Bilirubin und Fibrinogenuntersucht. 
Der komplette Versuch wurde von Frau Dr. E. Kovalenko durchgeführt und die 
Materialien zur Immunhistochemie, Protein- und RNA-Analyse wurden mir von ihr zur 
Verfügung gestellt. 
 
Tabelle 2: CCl4-Injektionsschema  
Gruppe Zeitraum Anzahl der Injektionen 
1 1 x   1 x 
2 1 Woche    2 x 
3 2 Wochen   4 x 
4 4 Wochen    8 x 
5 8 Wochen 16 x 
6 12 Wochen 24 x 
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4. ERGEBNISSE 
4.1 Untersuchung von kultivierten HSC und MFB der Ratte 
 
Die HSC sind perisinusoidal angesiedelte Mesenchymzellen und stellen eine kleine 
Leberzellpopulation im subendothelialen Disse-Raum dar [Geerts, 2001]. Im Rahmen 
einer chronischen Schädigung der Leber werden die „ruhenden“ HSC aktiviert. Durch 
diesen Prozess erlangen HSC Motilität, sie proliferieren und produzieren große 
Mengen von Extrazellularmatrixproteinen (EZM) wie z. B. Kollagen I und Fibronektin. 
Der Vorgang dieser Transdifferenzierung von der ruhenden HSC zu einem MFB-
ähnlichen Zelltyp stellt das Schlüsselereignis bei der Entstehung einer Leberfibrose 
dar [Gressner et al., 2002; Friedman, 2003]. Die genauen Funktionen von HSC in der 
gesunden Leber sind weitgehend unklar, wohingegen ihre Rolle während des 
fibrogenen Geschehens gut charakterisiert ist. Kürzlich konnte gezeigt werden, dass 
aktivierte HSC eine mögliche Rolle in der Immunologie der Leber einnehmen können. 
Neben Kupffer-Zellen, angesiedelten dendritischen Zellen und den kürzlich als APZ 
beschriebenen sinusoidalen Endothelzellen [Diehl et al., 2008] besitzen Maus und 
menschliche HSC ebenfalls antigenpräsentierende Funktionen [Vińas et al., 2003; Yu 
et al., 2004; Muhanna et al., 2007; Winau et al., 2007; Jiang et al., 2008].  
Da diese Eigenschaften bei Ratten [mit Ausnahme von Maubach et al., 2007] bisher 
nicht untersucht wurden, sollte in dem ersten Teil der vorliegenden Arbeit das 
antigenpräsentierende Verhalten von HSC und transdifferenzierten MFB der Ratte 
untersucht werden. Dabei wurden unterschiedliche Stadien von in vitro aktivierten 
HSC und transdifferenzierten MFB bezüglich ihrer Expression von „antigen-
präsentierenden Markergenen“ mittels RT-PCR und Western-Blot-Analyse 
untersucht.  
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der in vivo Immunstatus der gesunden und der 
fibrotisch geschädigten Leber untersucht. Als Fibrosemodell wurden das 
Gallengangligatur- und das toxisch induzierte CCl4-Rattenmodell verwendet. Es 
wurde das Expressionsprofil von „APZ-Markergenen“ wie MHC II (RT1B, RT1D) 
sowie kostimulatorischen Molekülen (CD80, CD86) mittels RT-PCR, Western-Blot-
Analyse und immunhistochemischen Färbungen erfasst. Hierbei sollte ein möglicher 
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Zusammenhang zwischen der APZ-Funktionalität im Rahmen des fibrotischen 
Geschehens erfasst werden. 
4.1.1 Lichtmikroskopische Untersuchungen von aktivierten 
transdifferenzierten HSC 
 
Um erste Einblicke in die Morphologie der primär isolierten HSC/MFB zu erlangen, 
wurden auf Plastikoberflächen in vitro aktivierte HSC bzw. MFB unterschiedlich lang 
kultiviert und mittels Lichtmikroskopie untersucht. 
Die Veränderungen des phänotypischen Erscheinungsbildes von hepatischen 
Sternzellen, die auf Plastikkulturschalen aktiviert wurden, waren im 
Durchlichtmikroskop gut erkennbar (Abb. 7). Im Verlauf der Transdifferenzierung 
verloren die Sternzellen ihre charakteristischen Merkmale wie ihre langen 
zytoplasmatischen sternförmigen Ausläufer sowie die Vitamin-A-enthaltenden 
Fetttröpfchen. Die HSC gingen dabei in kontraktile und fibrogene MFB-ähnliche 
Zellen über.  
 
 
Abb. 7: Lichtmikroskopische Aufnahmen von transdifferenzierenden HSC (A - D), isoliert aus 
männlichen Lewis-Ratten. HSC durchlaufen nach der Kultivierung auf Plastikschalen den Prozess 
der Transdifferenzierung. Der fibrogene Myofibroblast (D) stellt eine transdifferenzierte HSC dar.  
A: HSC 1d; B: HSC 2d; C: HSC 5d; D: MFB 1d 
57 
 
Dieser Vorgang konnte in der in vitro Kultivierung durch das Zellsplitten von sieben 
Tage lang kultivierten HSC mittels Trypsin bzw. der in dieser Arbeit verwendeten 
Akkutase beschleunigt werden. Nach dem Vorgang des “Splittens“ wurden diese 
Zellen standardmäßig als MFB bezeichnet. Zudem wurden alle primär isolierten und 
kultivierten HSC täglich lichtmikroskopisch auf Kontaminationen wie Endothelzellen 
und Kupffer-Zellen untersucht, da diese Zellen ebenfalls in der Lage sind, typische 
APZ-Markergene zu exprimieren. In vitro gehaltene HSC, die einen Tag lang kultiviert 
wurden, besaßen eine Reinheit von durchschnittlich 90 - 95 %. Diese Reinheit wurde 
im weiteren Verlauf der Kultivierung noch erhöht.  
 
4.1.2 Immunfluoreszenzmarkierung von aktivierten HSC 
 
Um die Reinheit von HSC genau zu bestimmen und mögliche Kontamination durch 
Fremdzellen auszuschließen, wurden drei Tage lang kultivierte HSC mittels 
Immunfluoreszenzfärbung analysiert. Als spezifische „HSC-Marker“ wurden GFAP 
und Desmin verwendet (Abb. 8). Es wurden 95 % aller untersuchten Zellen 
angefärbt, diese Zellen exprimierten die typischen „HSC-Marker“ wie GFAP und 
Desmin. Dieses Ergebnis bestätigt die unter Punkt 4.1.1 dargelegte Aussage.  
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Abb. 8: Identifikation von HSC der Lewis-Ratte mittels Immunmarkierung. Primär isolierte HSC 
wurden nach dreitägiger Kultivierung auf behandelten Glasplättchen fixiert und permeabilisiert. Als 
eine HSC-spezifische Immunmarkierung wurde GFAP (A) und Desmin (B) verwendet. Als Kontrolle für 
die Spezifität des spezifischen ersten Antikörpers wurden die entsprechenden normal IgG eingesetzt. 
In Bild C und D wurden Kaninchen- bzw. Ziegen-IgG verwendet. Die verwendeten Zweitantikörper 
(siehe 2.6.3), an denen Streptavidin-FITC bindet, waren Biotin-markiert Die Zellkerne wurden mit DAPI 
blau gefärbt. 
4.1.3 Nachweis der mRNA-Expression von APZ-Markergenen 
in aktivierten HSC und MFB-ähnlichen Zellen 
 
Als ersten Nachweis für eine mögliche APZ-Funktion bei aktivierten HSC ist die 
Expression von APZ-relevanten Markergenen untersucht worden. Essentiell für diese 
APZ-Funktion ist die Expression der - und -Ketten der MHC-II-Gene (RT1B und 
RT1D) sowie der kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86. Die  
mRNA-Expression dieser Komponenten wurde zuerst mit Hilfe von RT-PCR 
untersucht. Des Weiteren sollte der Expressionsverlauf dieser Gene während der 
Transdifferenzierung analysiert werden. Hierzu wurden aktivierte HSC auf 
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Plastikkulturschalen bis zu 10 Tage lang kultiviert. Als MFB-ähnliche Zellen wurden 
drei Tage kultivierte MFB verwendet (Abb. 9). Als Ladekontrolle diente die 
Expression des „Housekeeping“-Gens Glyzerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
(GAPDH). Um einen eindeutigen Nachweis über die PCR-Amplifikationen zu 
erhalten, wurde jedes PCR-Produkt nach der elektrophoretischen Auftrennung  
(siehe 3.1.6) aus dem Gel eluiert (siehe 3.1.7) und durch eine anschließende 
Sequenzierung verifiziert (siehe 3.1.4). In Abbildung 9 kann gezeigt werden, dass 
aktivierte HSC alle APZ-Markergene exprimieren können. Bei einem Vergleich 
zwischen aktivierten HSC (z. B. 3d) und normalen Milzzellen ist deutlich erkennbar, 
dass der Expressionslevel (Zielgen/GAPDH-Expression) im Allgemeinen meistens 
geringer war. Des Weiteren kam es während der Transdifferenzierung zu einer 
kontinuierlichen Expressionsabnahme der Gene RT1D und RT1B (- und -Kette) 
sowie der kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86. Besonders reduziert war die 
Expression bei drei Tage lang kultivierten MFB. Hier war die Expression aller 
genannten Gene kaum oder sehr gering nachweisbar. 
 
Abb. 9: Untersuchungen von APZ-Markergenen in HSC der Lewis-Ratte. Aus unterschiedlich 
lange kultivierten HSC (3d, 5d, 7d, 10d) oder transdifferenzierten MFB (3d) wurde mRNA isoliert. 
Durch RT-PCR wurde die Expression der - und -Ketten der MHC-II-Gene (RT1B und RT1D) sowie 
der kostimulatorischen Moleküle CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2) untersucht. Als Kontrollen wurden 
mRNA der Milz bzw. Gesamtleber verwendet. Jeweils 15 µl der PCR-Reaktionen (siehe 3.1.2) wurden 
in einer 1,2 % (w/v) Agarosegelelektrophorese aufgetrennt (siehe 3.1.6). Als Ladekontrolle wurde die 
Expression der GAPDH verwendet. Die erhaltenen PCR-Produkte zeigen folgende Größen: 
RT1B(257 bp); RT1B(538 bp); RT1D (313 bp); RT1D(284 bp); CD80 (328 bp); CD86 (326 bp); 
GAPDH (250 bp). Zyklen: Amplifikationszyklen der PCR; Milz: APZ-Positivkontrolle;  
Leber: Vergleichsprobe.  
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4.1.4 Einfluss von IFN- auf die mRNA-Expression von MHC II 
in aktivierten HSC und MFB 
 
Um den Einfluss des antifibrotisch und proinflammatorisch wirkenden Zytokins  
IFN-auf die Expression von MHC-II-relevanten Genen zu untersuchen, wurden 
kultivierte HSC (Daten nicht gezeigt) und MFB 24 - 48 Std lang mit 20 und 50 ng  
IFN- stimuliert. Die mRNA-Expression der MHC-II-Gene (-und -Kette von RT1B, 
RT1D) sowie der kostimulatorischen Moleküle (CD80 und CD86) wurde mittels  
RT-PCR Analyse erfasst. Als Ladekontrolle diente die Expression von GAPDH. Die 
Abbildung 10 zeigt die Hochregulation aller MHC-II-Gene nach 24 bzw. 48 Std. 
Dieser Effekt war bei hoher IFN--Konzentration (50 ng/ml) verstärkt ausgeprägt. 
Beide Einzelketten des MHC-II-Gens (RT1B) wurden im Vergleich zum RT1D-Gen 
wesentlich stärker exprimiert. Die -Kette des MHC-II-Gens (RT1D) wurde hier 
besonders schwach exprimiert. IFN- bewirkte hier einen geringen Effekt. Die 
kostimulatorischen Moleküle CD80 (Abb. 10) und CD86 (Daten nicht gezeigt) wurden 
nur gering durch IFN- beeinflusst.  
 
Abb. 10: Einfluss von IFN- bei APZ-Markergenen in MFB. Es wurde mRNA aus unstimulierten und 
IFN--stimulierten MFB isoliert. Bei in vitro gehaltenen MFB, die einen Tag lang kultiviert wurden, 
erfolgte eine Stimulation mit 20, 50 (ng/ml) IFN- für 24 bis 48 Std. Es wurde jeweils die - und -Kette 
der MHC-II-Gene (RT1B, RT1D) sowie CD80 durch RT-PCR analysiert. Als interner 
Expressionsstandard wurde GAPDH verwendet. MFB 2d (unst.): Unstimulierte MFB 2d 
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4.1.5 Einfluss von IFN- auf die Proteinexpression von RT1B  
in HSC und MFB  
 
Es sollte untersucht werden, ob IFN- nicht nur einen positiven Effekt auf 
transkriptionaler Ebene (siehe 4.1.4) sondern auch auf die Protein-Expression von  
MHC II (RT1B) in aktivierten HSC (Daten nicht gezeigt) und MFB besitzt (Abb. 11). 
Zu diesem Zweck wurden MFB (1d) in 0,5%igem FKS-haltigem Standardmedium 
kultiviert und mit verschiedenen IFN--Konzentrationen (20, 50 oder 100 ng/ml) für  
48 Std. stimuliert. Die Proteine der Zelllysate wurden in der SDS-PAGE (siehe 3.2.4) 
getrennt, auf Nitrozellosemembran geblottet und mit spezifischen Ak mittels  
Western-Blot-Analyse (siehe 3.2.6) detektiert. Um die Funktionalität bzw. Aktivität 
von IFN- zu überprüfen, wurde die Phosphorylierung von STAT1 („Signal 
Transducers and Activator of Transcription 1“) ebenfalls untersucht. Als  
RT1B-Positivkontrolle dienten Lysate von L929-RT1B-Zellen bzw. Milzzellen. Wie 
aus der Western-Blot-Analyse ersichtlich ist, konnte in unstimulierten MFB 3d keine 
RT1B-Expression nachgewiesen werden. Im Gegensatz hierzu konnte eine 
spezifische Bande mit einem Molekulargewicht von 29 kDa bei IFN- (20 ng/ml)-
stimulierten MFB 3d detektiert werden. Die Intensität dieser RT1B-positiven Bande 
nahm kontinuierlich mit steigender IFN-Stimulation (20 - 100 ng/ml) zu, wobei die 
Intensität im Vergleich zu den Positivkontrollen (L929-RT1B- bzw. Milzzellen) gering 
ausgeprägt war. Die Phosphorylierung von STAT1 konnte wie erwartet nur bei  
IFN--stimulierten Zellen nachgewiesen werden. 
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Abb. 11: Western-Blot-Analyse von RT1B und p-STAT1 in IFN--stimulierten MFB. Es wurden 
einen Tag lang kultivierte MFB mit IFN- (0, 20, 50, 100 ng/ml) über 48 Std. stimuliert und jeweils  
20 µg Proteinlysate in einem 4 - 12% Bis-Tris-Polyacrylamidgel unter reduzierenden Bedingungen 
elektrophoretisch aufgetrennt und im Western-Blot (WB) auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. 
Der Nachweis von RT1B erfolgte durch einen spezifischen 1. Ak gegen RT1B (OX-6, 1:1.000) und 
einen 2. Ak (Ziege-anti-Maus IgG-HRP, 1:5.000). Die Detektion von p-STAT1 erfolgte mit  
1. Ak (Tyr701, 1:1.000) und einem 2. Ak (Ziege-anti-Kaninchen IgG-HRP, 1:5.000). Als  
RT1B-Positivkontrolle diente L929-RT1B-Zelllysat bzw. Gesamtmilzlysat. Zum Nachweis gleicher 
Proteinmengen wurde die Membran mit Ponceau S gefärbt bzw. eine Immunodetektion von-Aktin 
mittels eines monoklonalen 1. Ak (Sigma, 1:10.000) und 2. Ak (Ziege-anti-Maus IgG-HRP, 1:5.000) 
durchgeführt.  
M (Marker): SeeBlue
®
 Plus2 Pre-Stained Protein Standard; 
RT1B: -Kette von MHC II (RT1B): 29 kDa; 
-Aktin: 42 kDa; 
p-STAT1: (-Kette: 91 kDa; -Kette: 84 kDa). 
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4.1.6 Untersuchung der antigenpräsentierenden Funktionalität 
von HSC und MFB  
 
Da aktivierte HSC in der Lage sind, die für eine erfolgreiche Antigenpräsentation 
erforderlichen Gene zu exprimieren (siehe 4.1.3), wurde anschließend die 
antigenpräsentierende Funktionalität (APZ-Funktionalität) der HSC und MFB in vitro 
näher untersucht. Dazu sollten unterschiedlich lang kultivierte HSC oder MFB mit 
gpMBP/RT1B-spezifischen-T-Zellen (53/4-Hybridoma-T-Zellen) (Abb. 12) und 
verschiedenen Mengen von gpMBP (1 - 20 µg/ml) kokultiviert werden.  
 
 
Abb. 12: Lichtmikroskopische Aufnahme von gpMBP-spezifischen 53/4-Hybridoma-T-Zellen. 
 
Im Falle einer erfolgreichen Präsentation von prozessierten exogenen Peptiden 
müsste es zu einer Interaktion zwischen MHC II/Peptid und dem antigenspezifischen 
T-Zell-Rezeptor (TZR) der CD4+-T-Zelle kommen, was zu einer Aktivierung der  
T-Zelle führt. Die Abbildung 13 zeigt den systematischen Prozess der 
Antigenpräsentation und Induktion einer T-Zell-Aktivierung von kultivierten HSC bzw. 
MFB.  
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Abb. 13: Schematische Darstellung der Antigenpräsentation und Induktion einer  
T-Zell-Aktivierung durch HSC/MFB. Die HSC/MFB präsentiert das zuvor aufgenomme und 
prozessierte Antigen/Peptid (gpMBP). Die spezifischen T-Zellen (53/4-Hybridoma-T-Zellen) erkennen 
diese Antigene und werden durch Interaktion zwischen TZR-RT1B (Signal 1) und einem Signal 2 
(kostimulatorische Moleküle CD80 bzw. CD86, in Abbildung nicht dargestellt) aktiviert. Aktivierte  
T-Zellen sekretieren das Zytokin Interleukin-2 (IL-2). 
 
4.1.7 Isolierung und Reinigung des Myelin-basischen Proteins  
 
Das spezifische Antigen gpMBP war käuflich nicht zu erwerben und musste aus den 
Gehirnen von Meerschweinchen (guinea pig; gp) isoliert werden (siehe 3.2.3). Um 
die Reinheit und Integrität des isolierten gpMBP-Proteins zu überprüfen, wurden 
unterschiedliche Proteinmengen (10, 20 50 µg) in einer reduzierenden SDS-PAGE 
(siehe 3.2.4) getrennt und die Proteine durch Coomassie-Färbung (siehe 3.2.5) 
sichtbar gemacht. Das Coomassie-Gel in Abb. 14 zeigt eine Hauptbande bei 
ungefähr 18 kDa und drei kleinere Fragmente. Dieses Protein stellt das intakte 
gpMBP dar, bei den kleineren Fragmenten handelt es sich vermutlich um 
Kontaminationen fremder Proteine oder Isoformen des gpMBP [Happ und Heber-
Katz, 1988]. Mit diesem Ergebnis konnte gezeigt werden, dass isoliertes gpMBP eine 
hohe Reinheit und Integrität besitzt und es somit geeignet ist, in 
Zellkulturexperimenten als spezifisches Antigen verwendet zu werden. 
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Abb. 14: SDS-PAGE des gereinigten Myelin-basischen Proteins aus dem Gehirn des 
Meerschweinchens (gpMBP). Verschiedene Konzentrationen (50, 25, 10 µg) des gereinigten MBP 
aus dem Gehirn des Meerschweinchens (guinea pig; gp) wurden unter reduzierenden Bedingungen in 
einem 10 - 12% Bis-Tris-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde ein MES-Puffer 
verwendet. Die Proteine wurden durch Coomassie-Färbung sichtbar gemacht. Zur 
Größenbestimmung wurde ein SeeBlue
®
Plus 2 Pre-Stained Protein Standard Marker verwendet. 
gpMBP: Myelin basisches Protein aus dem Meerschweinchen-Gehirn. 
4.1.8 Nachweis der APZ-Funktionalität von HSC und MFB  
 
Nachdem alle erforderlichen Komponenten (HSC/MFB; Antigen gpMBP;  
53/4-Hybridoma-T-Zellen) vorhanden waren, wurde die APZ-Funktionalität nach der 
unter 3.3.6 beschriebenen Methode durchgeführt. Als APZ (Positivkontrolle) wurde 
die MHC-II (RT1B)-transfizierte Mausfibroblasten-Zelllinie L929 verwendet, da diese 
Zelllinie zur Prozessierung von exogenen Proteinen in der Lage ist. Um die 
antigenpräsentierenden Funktionalitäten der beiden Zelltypen (L929-RT1B bzw. 
HSC/MFB) miteinander vergleichen zu können, wurden 5.000 - 20.000 L929-RT1B 
(Abb. 15 B) bzw. 30.000 HSC bzw. 20.000 MFB (Abb. 15 A) unter Stimulation einer 
definierten Menge an gpMBP mit jeweils 40.000 53/4-Hybridoma-T-Zellen 
kokultiviert. Nach einer Inkubationszeit von 48 Std. wurden die Zellkultur-Überstände 
mittels ELISA auf ihren IL-2-Gehalt hin getestet (siehe 3.3.7), der einen Indikator für 
aktivierte T-Zellen darstellt. Wie in Abbildung 15 A dargelegt, konnte gezeigt werden, 
dass aktivierte HSC antigenpräsentierende Eigenschaften besitzen und in der Lage 
sind, eine Aktivierung in gpMBP-spezifischen T-Zellen auszulösen.  
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Abb. 15: Untersuchung der 53/4-Hybridoma-T-Zell-Aktivierung. Die antigenpräsentierende 
Funktionalität der aktivierten HSC (A) bzw. der L929-RT1B-Zellen (B) wurde anhand des  
T-Zell-Aktivierungsmarkers IL-2 bestimmt. (A): Es wurden 30.000 HSC (3d, 5d, 7d) bzw. 20.000  
MFB (3d) unterschiedlich lange kultiviert. Anschließend erfolgte eine Kokultivierung mit 40.000  
53/4-Hybridoma-T-Zellen unter Zugabe von verschiedenen gpMBP (1-20 µg/ml)-Konzentrationen. 
Nach 48-stündiger Kokultivierung wurde das ins Medium abgegebene IL-2 mittels ELISA gemessen. 
(B): Als Positivkontrolle für APZ wurden 5.000, 10.000, 20.000 L929-RT1B-Zellen mit der gleichen 
Anzahl von 53/4-Hybridoma-T-Zellen unter Stimulation von gpMBP (1-10 µg/ml) kokultiviert.  
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Bei Stimulationen mit hohen Antigenkonzentrationen (20 µg/ml MBP) wurde gezeigt, 
das dieses Verhalten zur T-Zell-Aktivierung bei transdifferenzierenden HSC  
(HSC 3d - 7d) deutlich abnahm. Unter Verwendung von geringeren Konzentrationen 
von gpMBP (1-10 µg/ml) konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden. Im 
Gegensatz zu den aktivierten HSC war die antigenpräsentierende Funktionalität bei 
MFB (z. B. bei MFB 3d) nur noch gering ausgeprägt. Allgemein besaßen aktivierte 
HSC gegenüber den L929-RT1B-Zellen deutlich geringere antigenpräsentierende 
Eigenschaften. 
 
4.1.9 Nachweis der RT1B/MBP-spezifischen T-Zell-Aktivierung 
 
Nachdem die antigenpräsentierende Funktionalität bei HSC/MFB überprüft worden 
war, wurde die Antigen- bzw. MHC-II (RT1B)-Spezifität der T-Zellen näher 
untersucht. Der genaue Versuchsablauf ist unter 2.4.4 beschrieben. Als 
unspezifisches Antigen wurde Rinderserumalbumin (BSA) verwendet, als 
neutralisierender Antikörper diente der Maus-anti-RT1B (OX-6) Ak bzw. eine 
Isotypkontrolle (mIgG). In 5 Tage lang kultivierten HSC konnte eine Stimulation 
mittels des unspezifischen Antigens BSA (10µg/ml) keine T-Zell-Aktivierung 
auslösen. Zudem verursachte eine Stimulation mit gpMBP (10µg/ml) in Abwesenheit 
von HSC ebenfalls keine T-Zell-Aktivierung. Somit sind die 53/4-Hybridoma-T-Zellen 
selber nicht zur Antigenaufnahme und -Präsentation in der Lage und benötigen für 
die Aktivierung MHC-II (RT1B)-exprimierende Zellen. Diese Funktion wird als  
„MHC-II (RT1B)-Restriktion“ bezeichnet. Um diese Annahme zu bestätigen, wurde 
die Interaktion zwischen dem MHC-II (RT1B)/Peptid-Komplex und dem TZR der 
53/4-Hybridoma-T-Zellen durch Zugabe eines MHC-II (RT1B)-inhibierenden Ak  
(OX-6) unterbunden. Hier kam es zu keiner T-Zell-Antwort. Die Inkubation mit einer 
Isotypkontrolle (mIgG) hatte weder einen positiven noch einen negativen Effekt auf 
die T-Zell-Antwort (Abb. 16). 
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Abb. 16: Untersuchung der Antigen- und MHC-II-Spezifität. HSC (3d) wurden mit bzw. ohne 
antigenspezifische 53/4-Hybridoma-T-Zellen (53/4-T-Zellen) in Gegenwart des spezifischen Antigens 
(gpMBP, 10 µg/ml) oder unspezifischen Antigens (BSA, 10 µg/ml) für 48 Std. kokultiviert. Weiter 
wurde die hemmende Wirkung eines anti-MHC-II (OX-6, 10 µg/ml) Ak bzw. einer Isotypkontrolle 
(mIgG, 10 µg/ml) im Kokultur-System getestet. Gemessen an der IL-2-Produktion, wurde die  
T-Zell-Antwort jeweils in einer dreifachen Bestimmung in einem IL-2 ELISA ermittelt.  
69 
 
4.1.10 Einfluss von IFN- auf die APZ-Funktionalität bei HSC 
und MFB 
 
Da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass IFN- einen verstärkten Effekt auf 
MHC-II-Gene (RT1B und RT1D) besitzt, wurde der Einfluss von IFN-auf die 
antigenpräsentierende Funktionalität untersucht. Es wurden unterschiedlich lang 
aktivierte HSC bzw. MFB in Gegenwart von 53/4-Hybridoma-T-Zellen über 48 Std. in 
Vollmedium (10% FKS) ohne bzw. mit unterschiedlichen IFN--Konzentrationen  
(10, 50 ng/ml) kokultiviert. Die Aktivierung der T-Zellen wurde anhand des ins 
Medium sekretierten IL-2 mit Hilfe eines ELISA bestimmt (siehe 3.3.7). Bei allen  
IFN--stimulierten Zellen (HSC/MFB) (Abb. 17 A - C) zeigte sich ein besonders 
starker T-Zell-aktivierender Effekt, ausgelöst durch eine IFN-Zugabe. Dieser Effekt 
war am stärksten bei HSC (7d) ausgeprägt (Abb. 17 A). Hier betrug die maximale  
IL-2-Expression 5640 pg/ml bei 20 µg/ml gpMBP und 50 ng/ml IFN--Stimulation, 
was gegenüber den unstimulierten Zellen einer Steigerung um mehr als das 20fache 
entsprach. Bei länger aktivierten HSC (9d) war zu erkennen, dass die Fähigkeit zu 
einer T-Zell-Aktivierung gegenüber kürzer kultivierten HSC abnahm (Abb. 17 B). Eine 
maximale IL-2-Expression von 4146 pg/ml wurde bei 20 µg/ml gpMBP und  
50 ng/ml IFN--Stimulation gemessen. Jedoch blieb der tendenziell aktivierende 
Effekt von IFN- hier ebenfalls erhalten. Eine kontinuierliche Abnahme der  
T-Zell-Antwort gegenüber HSC war auch deutlich bei den MFB (5d) zu erkennen 
(Abb. 17 C). Sie besaßen als unstimulierte wie auch als stimulierte Zellen das 
geringste Aktivierungspotenzial, wobei auch hier IFN- eine starke Erhöhung der  
T-Zell-Aktivität bewirkte. 
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Abb. 17: Untersuchung der T-Zell-Antwort bei IFN--Stimulation. Es wurden HSC (5d) (A),  
HSC (7d) (B) und MFB (3d) (C) mit unterschiedlichen Konzentrationen von gpMBP (1-20 µl/ml) und 
IFN- (0, 10, 50 ng/ml) stimuliert. Die Zellen wurden anschließend mit 53/4-Hybridoma-T-Zellen für  
48 Std. kokultiviert. Nach dieser Inkubationszeit wurden die IL-2-Produktionen in einem ELISA 
nachgewiesen. Es wurden 30.000 HSC bzw. 20.000 MFB mit jeweils 40.000 53/4-Hybridoma-T-Zellen 
kokultiviert. 
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4.2 In vivo Untersuchungen von APZ-Markern  
im fibrotischen Rattenmodell  
 
Da bei den in vitro Versuchen gezeigt werden konnte, dass die 
antigenpräsentierende Funktionalität sowie die Expression von spezifischen  
APZ-Markergenen im Verlauf der Transdifferenzierung vermindert auftritt, soll in 
diesem Teil der Arbeit die Frage geklärt werden, ob es einen direkten bzw. indirekten 
Zusammenhang zwischen dem Verlauf einer Leberfibrose und einer Änderung des 
Immunstatus unter Beteiligung von HSC gibt. Um den Verlauf der experimentell 
ausgelösten hepatischen Fibrogenese der Ratte näher zu untersuchen, wurde das 
CCl4-Modell [Borkham-Kamphorst et al., 2008] sowie das Gallengangligatur-Modell 
(BDL) [Arias et al., 2003] verwendet. Der Verlauf der Leberfibrose wurde nur beim 
CCl4-Modell mittels Untersuchung von spezifischen Serummarkern (siehe 4.2.1) 
sowie durch Sirius Red-Färbung (siehe 4.2.2) erfasst. Für das BDL-Modell lagen 
keine entsprechenden Paraffinblöcke oder Seren vor, sodass diese Untersuchungen 
nicht möglich waren. 
4.2.1 Untersuchung von leberspezifischen Serummarkern bei 
toxisch induzierter Leberschädigung (CCl4) 
 
Bei diesem Leberfibrose-Modell wurde eine toxische Leberschädigung mit 
Tetrachlorkohlenstoff verursacht. Die verwendeten Versuchstiere wurden über einen 
Zeitraum von bis zu 12 Wochen mit CCl4 in Mineralöl (1:1) behandelt  
(siehe Tabelle 2). Die Tiere wurden jeweils 24 Std. nach der letzten Injektion mit 
Isofluran betäubt und die Vena porta wurde zur Blutentnahme punktiert. Aus den 
gewonnen Seren wurden die leberspezifischen Parameter wie Albumin, AST, ALT, 
AP, -GT, Bilirubin (gesamt), Bilirubin und Fibrinogen bestimmt. Im Verlauf einer 
Leberfibrose konnten bei den Parametern Bilirubin (gesamt), Bilirubin (Daten nicht 
gezeigt), Albumin (Abb. 18 A) sowie Fibrinogen (Abb. 17 B) keine Veränderungen 
nachgewiesen werden. Die Zytolyse- und Entzündungsparameter AST und ALT 
stiegen schon nach der ersten CCl4-Injektion deutlich an. Die 
Transaminasenerhöhungen (AST und ALT) erreichten ihren Maximalwert nach 
zweimonatiger CCl4-Behandlung. Nach dreimonatiger CCl4-Behandlung ist eine 
Pseudonormalisierung bei den AST- und ALT-Werten zu beobachten, die sich bei 
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dem schweren Parenchymverlust der Leber bzw. im Terminalstadium einer 
Leberfibrose mit Erschöpfung und der hepatozellulären Enzymsynthese zeigt [Kuntz 
und Kuntz, 1998].  
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Abb. 18: Mittelwerte der Serumparameter Albumin, AST, ALT, AP (A) sowie Fibrinogen (mg/dl) 
und -GT (B).  
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Die Serum--GT steigt durch die toxisch induzierte (CCl4) Enzyminduktion erst nach 
einmonatiger CCl4-Behandlung an (Abb. 18 B). Die Erhöhung von AP als Parameter 
der Cholestase ist mäßig bzw. kaum ausgeprägt (Abb. 18 A). 
4.2.2 Charakterisierung der toxisch induzierten Leberfibrose 
mittels Sirius Red-Färbung 
 
Im Verlauf einer Leberfibrose werden gegenüber der gesunden Leber verstärkt EZM 
synthetisiert bzw. verringert abgebaut [Arthur, 2000]. Einen Bestandteil dieser EZM 
stellt unter anderem Kollagen I dar, das durch die Sirius Red-Färbung, rot angefärbt 
werden kann. Diese Färbung ermöglicht es, die einzelnen Fibrosestadien 
darzustellen und somit den Verlauf der Fibrose zu charakterisieren.  
Die Entwicklung einer CCl4-Leberfibrose ist durch die Zwischenstadien der akuten 
toxischen Hepatitis und der Leberfettdystrophie charakterisiert. Die nekrotischen und 
entzündlichen morphologischen Veränderungen sind schon 24 Std. nach der ersten 
CCl4-Injektion zu beobachten. Nach einer CCl4-Behandung von einer Woche tritt eine 
Leberfettdystrophie ein. Dieses Erscheinungsbild ist bis zu einer zweiwöchigen  
CCl4-Behandlung zu beobachten. Durch weitere CCl4-Injektionen ist die portale 
Faservermehrung sichtbar. Nach einer achtwöchigen Behandlung sieht man die 
portozentrale Septenbildung. Dies entspricht dem 3. Grad der Leberfibrose. Nach  
12 Wochen CCl4-Behandlung findet der komplette zirrhotische Leberumbau mit 
ausgeprägter Septenbildung (portoportale und portozentrale Septen), mit 
architektonischem Umbau und Herausbildung von Regenerationsknoten 
(Pseudolobuli) statt (Abb. 19). 
74 
 
 
Abb. 19: Färbungen von Leberschnitten mit Sirius Red zum Nachweis von Kollagenfasern. Es 
wurden Leberschnitte von unterschiedlich lang mit CCl4 behandelten-Ratten mit Sirius Red angefärbt. 
Die CCl4-Behandlung führt zur mäßig ausgeprägten läppchenzentralen Parenchymnekrose. Bei 
weiterer CCl4-Exposition werden die Nekroseareale kleiner, es dominiert mitteltropfige Verfettung der 
Hepatozyten. Nach einmonatiger CCl4-Behandlung sind feine bindegewebige Ausläufer zu 
beobachten. Porto-portale bindegewebige Septen bilden sich nach zweimonatiger CCl4-Behandlung 
aus.  
 
4.2.3 Nachweis der mRNA-Expression von APZ-Markergenen 
in fibrotischen Rattenmodellen 
 
Um einen möglichen Zusammenhang zwischen dem Expressionsprofil von 
spezifischen APZ-Genen und der Entstehung bzw. dem Verlauf einer Leberfibrose zu 
untersuchen, wurden zwei unterschiedliche fibrotische Rattenmodelle (CCl4) und 
(BDL) verwendet. Aus tiefgefrorenen Leberstückchen der Versuchstiere wurde 
mittels CsCl-Gradient und Ultrazentrifugation (siehe 3.1.1.1) RNA isoliert und durch  
RT-PCR wurden mit spezifischem Primer (siehe 2.6.4) die Einzelketten  
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(- und -Kette) der APZ-Gene MHC II (RT1B, RT1D) sowie der kostimulatorischen 
Moleküle CD80 und CD86 analysiert. In dem zweiten Tiermodell (BDL) wurde eine 
Leberfibrose ausgelöst, indem der Gallengang abgeschnürt und eine Cholestase 
ausgelöst wurde. Für dieses BDL-Modell wurden 6 Tiere verwendet, zwei Kontrollen, 
also Tiere, die unbehandelt waren, und je zwei Tiere, die nach 10-tägiger bzw.  
14-tägiger BDL getötet wurden. Die RNA wurde ebenfalls mittels Ultrazentrifugation 
(siehe 3.1.1.1) isoliert und die APZ-Markergene durch spezifische RT-PCR analysiert 
(Abb. 20).  
 
Abb. 20: Nachweis der APZ-Markergene im fibrotischen BDL-Rattenmodell. Aus den Lebern 
wurde RNA isoliert, diese durch RT-PCR in cDNA umgeschrieben und spezifische PCRs durchgeführt. 
Jeweils 15 µl der PCR-Reaktionen (siehe 3.1.2) wurden in einer 1,2% (w/v) Agarosegelelektrophorese 
aufgetrennt (siehe 3.1.6). Als interne Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet.  
Kontrolle (1, 2): unbehandelte Ratten;  
BDL (10d, 14d): Ratten die nach 10- bzw. 14-tägiger BDL getötet wurden. 
 
Es konnte im Vergleich zwischen gesunden Lebern (Kontrolle 1 und 2) und 
cholestatisch geschädigten Lebern (10- bzw. 14-tägiger BDL) bei den  
APZ-Markergenen (RT1B, RT1D, RT1D) sowie CD86 keine Änderung des 
Expressionsprofils nachgewiesen werden. Bei der -Kette des Genes RT1B konnte 
eine leichte Erhöhung der Expression zwischen den Kontrollen und den 14-tägigen 
BDL-Ratten (1 und 2) festgestellt werden, wobei es bei 10 tägigen BDL-Tieren zu 
keiner PCR-Amplifikation kam. Bei dem kostimulatorischen Molekül CD80 konnte 
eine signifikante Expressionserhöhung nur bei einer der 14 Tage lang behandelten 
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BDL-Ratten nachgewiesen werden. Bei der anderen Ratte (BDL 14d (2)) konnte 
überhaupt keine CD80-Expression nachgewiesen werden.  
Für das zweite Tiermodell (CCl4) stand ein größerer Tierpool zu Verfügung. Es 
wurden insgesamt 42 Tiere untersucht, die in 6 Gruppen zu je 7 Tieren eingeteilt 
wurden. Jede Gruppe besaß 2 Kontrollen, bei diesen Tieren wurde H20 an Stelle von 
CCl4 injiziert. Der Injektionszeitraum betrug maximal 12 Wochen mit 24 
durchgeführten CCl4-Injektionen (siehe Tabelle 2).  
 
 
Abb. 21: Nachweis der APZ-Markergene im toxisch induzierten fibrotischen CCl4-Rattenmodell. 
Aus den Lebern wurde RNA isoliert, diese durch RT-PCR in cDNA umgeschrieben und spezifische 
PCRs durchgeführt. Als interne Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet.  
1 x CCl4: Ratten Nr. 3 - 5, 7 gehörten zu der ersten Gruppe, die 1 x mit CCl4 behandelt wurde, Ratte 2 
ist ein H20-Kontrolltier dieser Gruppe; 
1 Woche: Ratten Nr. 11 - 13 gehörten zu der zweiten Gruppe, die in einer Woche 2 x mit CCl4 
behandelt wurde, Ratte 8 ist ein H20-Kontrolltier dieser Gruppe;  
2 Wochen: Ratten Nr. 18 - 21 gehörten zu der dritten Gruppe, die in 2 Wochen 4 x mit CCl4 behandelt 
wurde, Ratte 15 ist ein H20-Kontrolltier dieser Gruppe;  
4 Wochen: Ratten Nr. 24, 26, 28 gehörten zu der vierten Gruppe, die in 4 Wochen 8 x mit CCl4 
behandelt wurde, Ratte 23 ist ein H20-Kontrolltier dieser Gruppe; 
8 Wochen: Ratten Nr. 31 - 33 gehörten zu der fünften Gruppe die in 8 Wochen 16 x mit CCl4 
behandelt wurde, Ratte 29 ist ein H20-Kontrolltier dieser Gruppe;  
12 Wochen: Ratten Nr. 38 - 42 gehörten zu der sechsten Gruppe die in 12 Woche 24 x mit CCl4 
behandelt wurde, Ratte 36 ist ein H20-Kontrolltier dieser Gruppe. 
 
In Abbildung 21 wird das Expressionsverhalten von APZ-Markergenen während der 
Leberfibrose, die durch chronisch toxische Schädigung mit Tetrachlorkohlenstoff 
(CCl4) im experimentellen Tiermodell induziert wurde, gezeigt.  
In diesem Tiermodell konnten ebenfalls keine Expressionsänderungen im Verlauf 
einer Leberfibrose gegenüber den gesunden Lebern (Kontrolltiere) bei den 
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Einzelketten (-Ketten) der MHC-II-Gene (RT1B und RT1D) sowie in der -Kette von 
RT1D festgestellt werden. Der gleiche Expressionsverlauf konnte allgemein auch bei 
der -Kette des Genes RT1B wahrgenommen werden, wobei bei einigen der zu 
untersuchenden Proben kein PCR-Produkt amplifiziert werden konnte. Das gleiche 
Phänomen wurde bei den kostimulierenden Molekülen CD80 und CD86 beobachtet. 
Eine Aussage über den Verlauf ihres Expressionsprofiles bei einer Entwicklung einer 
Fibrose bzw. über einen Unterschied gegenüber der gesunden Leber konnte somit 
nicht getroffen werden.  
 
4.2.4 Untersuchung der RT1B-Protein-Expression in 
fibrotischen Rattenmodellen 
 
Zur Aufklärung der MHC-II (RT1B)-Protein-Expression in der experimentellen 
Leberfibrose wurden die dargestellten fibrotischen Rattenmodelle (BDL) und (CCl4) 
(siehe 4.3.3) näher untersucht. Es sollte geklärt werden, ob es einen direkten 
Zusammenhang zwischen den unterschiedlichen Fibrosestadien und der  
MHC-II-Expression gibt. Für das BDL-Modell wurden 8 Tieren verwendet, zwei 
unbehandelte Kontrollen und je drei Tiere, die nach 7-tägiger bzw. 14-tägiger BDL 
getötet wurden. Aus den Lebern der Ratten wurden Proteinextrakte erstellt. Diese 
wurden in der SDS-PAGE (siehe 3.2.4) aufgetrennt und im Western-Blot mit einem 
spezifischen Antikörper gegen MHC-II (RT1B) analysiert (siehe 3.2.6). Wie in der 
Western-Blot-Analyse (Abb. 22) zu erkennen ist, konnte eine schwache RT1B-
Expression in der normalen unbehandelten Leber (ohne BDL) nachgewiesen 
werden. In Tieren, die eine BDL-Behandlung erhalten hatten (BDL 7d bzw. 14d), ist 
eine deutlich erhöhte RT1B-Expression zu erkennen. Ein gleicher Befund konnte 
auch schon auf RNA-Ebene (Abb. 9) gezeigt werden. Bei fortschreitenden 
Leberschädigungen ist die Protein-Expression von RT1B in den cholestatisch 
geschädigten Lebern (7- bzw. 14-tägiger BDL) annähernd konstant.  
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Abb. 22: Western-Blot-Analyse von RT1B im BDL-Rattenmodell. Es wurden jeweils 100 µg der 
Leberproteinlysate bzw. 20 µg des Milzproteinlysats in einem 4-12 % Bis-Tris Polyacrylamidgel unter 
reduzierenden Bedingungen pherograpiert und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der 
Nachweis von RT1B erfolgte durch einen spezifischen 1. Ak gegen RT1B (OX-6, 1:1.000) und einen  
2. Ak (Ziege-anti-Maus IgG HRP, 1:5.000). Als RT1B-Positivkontrolle diente ein Gesamtmilzlysat. Zum 
Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit einem 1. Ak gegen -Aktin (Sigma, 
1:10.000) und einem 2. Ak (Ziege-anti-Maus IgG-HRP, 1:5.000) behandelt.  
Ohne BDL: nicht behandelte Ratte (normale Leber); 
BDL (7d, 14d): Ratten, die nach 7 bzw. 14 tägiger BDL getötet wurden;  
RT1B (-Kette: 29 kDa); -Aktin: 42 kDa. 
 
Ein ähnlicher Befund wurde bei der Untersuchung des zweiten fibrotischen 
Rattenmodells (CCl4) festgestellt. In diesem Modell wurden insgesamt 42 Tiere 
untersucht, die in 6 Gruppen zu je 7 Tieren eingeteilt wurden. Jede Gruppe besaß 2 
Kontrollen, die Tiere darstellten, denen H20an Stelle von CCl4 injiziert wurde. Der 
Injektionszeitraum betrug maximal 12 Wochen mit 24 durchgeführten  
CCl4-Injektionen (siehe Tabelle 2). Die Abbildung 23 zeigt die Ergebnisse der  
RT1B-Expression in den unterschiedlich lang mit CCl4 behandelten Tieren. In diesem 
Versuch wurden Proteinlysate von bis zu 4 - 5 CCl4-behandelten Tieren aus jeder 
Gruppe untersucht. Auf jeder Membran wurde das Proteinlysat eines Kontrolltieres 
(mit H2O behandeltes Tier) aufgetragen. Wie schon im BDL-Modell wurde auch hier 
bei den Kontrolltieren eine sehr schwache RT1B-Expression festgestellt. Bei  
CCl4-behandelten Ratten ist eine erhöhte RT1B-Expression festzustellen. Der Verlauf 
eines genauen Expressionsmusters ist in diesem fibrotischen Rattenmodell (CCl4) 
nicht zu analysieren.  
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Abb. 23: Western-Blot-Analyse von RT1B im CCl4-Rattenmodell. Es wurden jeweils 100 µg der 
Leberproteinlysate in einem 4 - 12% Bis-Tris-Polyacrylamidgel unter reduzierenden Bedingungen 
pherograpiert und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis von RT1B erfolgte durch 
einen spezifischen 1. AK gegen RT1B (OX-6, 1:1.000) und einen 2. AK (anti-Maus-IgG HRP 1:5.000). 
Als RT1B-Positivkontrolle diente ein Gesamtmilzlysat (20 µg) bzw. ein L929-RT1B-Lysat (10 - 20 µg). 
Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde die Membran mit einem Antikörper gegen -Aktin 
inkubiert. RT1B: (-Kette: 29 kDa); -Aktin: 42 kDa. 
1 x CCl4: Ratten Nr. 3 - 7 gehörten zu der ersten Gruppe, die 1 x mit CCl4 behandelt wurde; Ratte 2 ist 
ein H20-Kontrolltier dieser Gruppe; 
1 Woche: Ratten Nr. 10 - 14 gehörten zu der zweiten Gruppe, die in einer Woche 2 x mit CCl4 
behandelt wurde, Ratte 8 ist ein H20-Kontrolltier dieser Gruppe;  
2 Wochen: Ratten Nr. 17 - 21 gehörten zu der dritten Gruppe, die in 2 Wochen 4 x mit CCl4 behandelt 
wurde, Ratte 15 ist ein H20-Kontrolltier dieser Gruppe;  
4 Wochen: Ratten Nr. 24 - 28 gehörten zu der vierten Gruppe, die in 4 Wochen 8 x mit CCl4 behandelt 
wurde, Ratte 23 ist ein H20-Kontrolltier dieser Gruppe; 
8 Wochen: Ratten Nr. 31 - 34 gehörten zu der fünften Gruppe die in 8 Wochen 16 x mit CCl4 
behandelt wurde; 
12 Wochen: Ratten Nr. 38 - 41 gehörten zu der sechsten Gruppe die in 12 Woche 24 x mit CCl4 
behandelt wurde, Ratte 36 ist ein H20-Kontrolltier dieser Gruppe. 
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4.2.5 Immunhistochemische Untersuchung von RT1B und 
Desmin im fibrotischen Rattenmodell (CCl4) 
 
Zur Untersuchung der Expression von Desmin (HSC-Marker) und MHC II (RT1B) in 
situ wurden seriell geschnittene Leberschnitte von den gleichen Paraffinblöcken der 
zu untersuchenden Ratten (mit CCl4 bzw. von unbehandelten Ratten) durch 
immunhistochemische Färbungen überprüft. Eine schwache spezifische  
MHC-II (RT1B)-Expression ist durch die immunhistochemische Färbung in der 
normalen Leber zu beobachten (Abb. 24 A). Die MHC-II-positiven Zellen sind 
hauptsächlich in der Nähe von Gefäßen, hier bevorzugt um die Zentralvene, 
lokalisiert. Diese MHC-II-Expression nimmt verstärkt nach der ersten CCl4-Injektion 
zu. Die maximale Expression befindet sich zwischen der einmaligen und der 
einwöchigen CCl4-Behandlung. Eine verminderte MHC-II-Expression ist nach der 
zweiten CCl4-Behandlungswoche zu beobachten (Abb. 24 A). In Leberschnitten von  
8 bzw. 12 Wochen mit CCl4 behandelten Tieren können nur noch vereinzelte  
MHC-II-positive Zellen detektiert werden (Abb. 24 B). In der gesunden Leber 
(Kontrolle) waren kaum Desmin-positive Zellen erkennbar. Dies ändert sich bei  
CCl4-behandelten Tieren. Erst 24 Std. nach der ersten CCl4-Injektion steigt die 
Desmin-Expression und erreicht ihr Maximum nach einer Woche. Bei weiterer  
CCl4-Behandlung (2 Wochen) bleibt die Desmin-Expression konstant. Nach  
4 Wochen CCl4-Behandlung nimmt die Desmin-Expression ab und ist im weiteren 
Verlauf der Leberfibrogenese kaum nachzuweisen. Die Lokalisation von Desmin- und 
MHC-II-positiven Zellen ist identisch. Dementsprechend kann man davon ausgehen, 
dass es sich bei diesen Zellen sehr wahrscheinlich um HSC handelt.  
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Abb. 24 A: Immunhistochemische Analyse von Leberschnitten unbehandelter und  
CCl4-behandelter Ratten (1 x CCl4 bis 1 Woche CCl4-Behandlung). Die maximale MHC II- und 
Desmin-Expression ist bereits nach einer CCl4-Injektion zu beobachten, was einer ausgeprägten 
nekrotischen Leberveränderung entspricht. Bei der weiteren CCl4-Behandlung klingen die 
nekrotischen Veränderungen ab und im Vordergrund steht die Leberzellverfettung. Hierbei tritt eine 
verminderte Expression von MHC II und Desmin auf. Die Leberschnitte wurden mit spezifischen 
Antikörpern gegen Desmin (HSC-Marker) (Novus Biologicals) bzw. MHC II (RT1B, OX-6) inkubiert. 
Die Färbung von HSC (Desmin) ist teilweise kongruent mit der MHC-II-Färbung. Als Kontrolle für die 
Spezifität des Erstantikörpers wurden die entsprechenden normal IgG Kaninchen (rabbit, rIgG); Maus 
(mouse, mIgG) eingesetzt. 
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Abb. 24 B: Immunhistochemische Analyse von Leberschnitten CCl4-behandelter Ratten  
(2 Wochen bis 12 Wochen Behandlung). Mit zunehmender Dauer der CCl4-Behandlung  
(länger als 1 Woche) tritt die bindegewebige Faservermehrung (Kollagen I, 4 Wochen  
CCl4-Behandlung, Abb.19) in den Vordergrund. Zu diesem Zeitpunkt können nur einzelne  
MHC-II- und Desmin-positive Zellen nachgewiesen werden. Beim Übertritt in den zirrhotischen 
Zustand (12 Wochen CCl4-Behandlung) können solche Zellen kaum immunhistochemisch 
detektiert werden. Der Nachweis erfolgte wie in Abb. 24 A mit spezifischen Antikörpern gegen 
Desmin (HSC-Marker) (Novus Biologicals) bzw. MHC II (RT1B, OX-6) und den entsprechenden 
Negativ-Kontrollen (rIgG, mIgG). 
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5. DISKUSSION 
 
Die Leber stellt ein tolerogenes Immunorgan dar. Viele verschiedene Leberzelltypen 
sind an der Induktion dieser T-Zell-Toleranz beteiligt [Crispe et al., 2003]. Über die 
antigenpräsentierenden Funktionen der einzelnen Leberzelltypen ist vergleichsweise 
wenig bekannt. Neben den bekannten antigenpräsentierenden Zellen (APZ) in der 
Leber (Kupffer-Zellen, dendritische Zellen, Endothelzellen) wurde gezeigt, dass HSC 
von Maus und Mensch ebenfalls über die Eigenschaften einer APZ verfügen. In der 
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass kultivierte aktivierte HSC für den 
Prozess der Antigenpräsentation auf mRNA-Ebene alle notwendigen Gene wie  
MHC II (RT1D, RT1B) sowie die kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 
exprimieren. Zudem besitzen sie ebenfalls eine antigenspezifische Funktionalität, 
indem sie in der Lage sind, Antigene zu prozessieren und präsentieren und eine 
spezifische T-Zell-Antwort auslösen. Damit besitzen aktivierte HSC der Ratte alle 
notwendigen Merkmale einer APZ. Im Transdifferenzierungsprozess von HSC zu 
MFB nimmt sowohl die Expression der genannten APZ-Markergene wie auch die 
APZ-Funktionalität ab. Eine Stimulation mit dem Zytokin IFN-kann diesem Prozess 
entgegenwirken bzw. die MHC-II-Genexpression und die damit verbundene 
Antigenfunktionalität stark erhöhen. Ebenfalls ist in den fibrotisch veränderten Lebern 
(BDL, CCl4) eine signifikante RT1B-Erhöhung gegenüber den gesunden Tieren 
nachweisbar. Der für dieses Phänomen verantwortliche Leberzelltyp ist sehr 
wahrscheinlich aktivierte HSC. Aufgrund dieser Ergebnisse kann vermutet werden, 
dass aktivierte HSC eine Rolle bei immunologischen Vorgängen in der gesunden 
bzw. geschädigten Leber spielen. 
 
5.1 Expression von APZ-Markergenen bei HSC und MFB 
 
Die genaue Charakterisierung von HSC aufgrund des Vorhandenseins spezifischer 
APZ-Moleküle ist in der Literatur umstritten. So werden Maus-HSC als professionelle 
intrahepatische antigenpräsentierende Zellen bezeichnet [Winau et al., 2007]. Dies 
wurde mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen. Hier wurden für die 
professionellen APZs typische Oberflächen-Moleküle wie MHC II und die 
kostimulierenden Moleküle CD86 (B7-2) [Winau et al., 2007; Yu et al., 2004] und 
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CD80 (B7-1) [Yu et al., 2004; Jiang et al., 2008] bei Maus und menschlichen HSC 
gefunden. Mit der gleichen Methode konnte man bei menschlichen HSC nur eine 
schwache Expression von CD80, nicht aber das kostimulatorische Molekül CD86 
nachweisen [Vińas et al., 2003]. Der Autor Jiang et al., 2008 konnte das 
Schlüsselmolekül MHC II sowie das kostimulatorische Molekül CD86 bei aktivierten 
Maus-HSC nicht detektieren. Aufgrund ihrer Ergebnisse bezeichnen beide Autoren 
[Vińas et al., 2003; Jiang et al., 2008] aktivierte HSC, wegen der nicht 
kontinuierlichen Expression von Proteinen des MHC-II-Komplexes sowie 
kostimulierender Proteine als nicht-professionelle APZ. Nach heutigem Stand der 
Forschung ist das antigenpräsentierende Verhalten bzw. die Funktionalität bei 
Ratten-HSC in vivo und in vitro nahezu unbekannt und sollte in dieser Arbeit näher 
untersucht werden.  
Bei aktivierten primären Ratten-HSC sowie bei den Ratten Zelllinien HSC-T6 und 
CFSC-H3 ist die Expression von essentiellen antigenpräsentierenden Genen wie 
MHC II (- und -Ketten von RT1B, RT1D), Cathepsin-L und verschiedenen CIITA-
Genen in der Literatur bereits beschrieben [Maubach et al., 2007]. In dieser Arbeit 
wurde ebenfalls die Expression beider MHC-II-Gene (RT1B, RT1D) sowie der 
kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 bei aktivierten HSC und 
transdifferenzierten MFB untersucht. Bei aktivierten HSC wurden ebenfalls beide 
MHC II Gene (-und -Kette, RT1B, RT1D) nachgewiesen. Es zeigte sich, dass 
beide Ketten (und ) von RT1B im Vergleich zu RT1D verstärkt exprimiert werden 
(Abb. 9). Des Weitern konnte die Expression der kostimulatorischen Moleküle CD80 
und CD86 auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden (siehe 4.1.3), die für 
professionelle APZ (Makrophagen, dendritischen Zellen, B-Zellen) typische Marker 
darstellen [Gimmi et al., 1991; Azuma et al., 1992; Lanier et al., 1995]. Nicht-
professionelle APZ sind nicht in der Lage, kostimulatorische Moleküle konstitutiv zu 
exprimieren [Janeway und Bottomly, 1994]. Um einen möglichen Zusammenhang 
zwischen dem Expressionsverhalten der APZ-Markergene und dem Verlauf einer 
Fibrose festzustellen, wurden unterschiedlich lang in vivo kultivierte aktivierte HSC 
bzw. transdifferenzierende MFB untersucht. Die mRNA-Expression aller genannten 
Gene wird im Verlauf der Transdifferenzierung herunterreguliert. Bei sehr lang 
kultivierten MFB (5d) konnte nur noch eine geringe Expression nachgewiesen 
werden. Somit nimmt die Fähigkeit, antigenpräsentierende Moleküle zu exprimieren, 
mit steigendem Aktivierungsgrad bei in vivo kultivierten HSC bzw. MFB ab. Damit 
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verlieren aktivierte HSC im Verlauf der Transdifferenzierung ihre charakteristischen 
Merkmale (MHC II, CD80, CD86) einer professionellen APZ.  
5.2 Antigen-abhängige Aktivierung von 53/4-Hybridoma-T-
Zellen durch HSC 
 
Bei aktivierten HSC der Ratte, Maus und des Menschen konnte gezeigt werden, dass 
diese in vivo in der Lage sind, endogene sowie exogene Antigene aufzunehmen und 
an ihrer Oberfläche zu präsentieren [Vińas et al., 2003; Maubach et al., 2007; Winau 
et al., 2007]. 
Die Fähigkeit von in vitro aktivierten HSC, exogene und endogene Antigene 
aufzunehmen und zu präsentieren [Maubach et al., 2007] sowie spezifische T-Zellen 
zu aktivieren wurde in der Literatur bereits beschrieben [Vińas et al., 2003; Winau et 
al., 2007]. Die APZ-Funktionalität bei aktivierten HSC bzw. MFB der Ratte sind 
unbekannt und sollten in der vorliegenden Arbeit untersucht werden. Dabei wurden 
unterschiedlich aktivierte transdifferenzierende HSC bzw. MFB sowie L929-RT1B 
(APZ-Positivkontrolle) mit Antigen-spezifischen (gpMBP)/ MHC-II (RT1B)-
restringierten 53/4-Hybridoma-T-Zellen [identisch mit 35/1, Kreiss et al., 2004] und 
aus dem Meerschweinchen (guinea pig) stammendem spezifischen Antigen, dem 
Myosin-basischen Protein (gpMBP), für 48 Std. kokultiviert. Aktivierte Ratten-HSC 
konnten in Gegenwart von gpMBP in 53/4-Hybridoma-T-Zellen eine IL-2-Antwort 
(Aktivierung) bewirken (Abb. 15). Die Funktionalität von aktivierten HSC war im 
Vergleich zu den L929-RT1B-Zellen (APZ-Kontrollzellen) mit 25 - 50 % relativ gering 
ausgeprägt. Allgemein konnte aber gezeigt werden, dass aktivierte HSC eine 
ähnliche antigenpräsentierende Funktionalität wie Maus-HSC [Winau et al., 2007] 
besitzen. Diese Funktion nahm im Verlauf der Transdifferenzierung unter 
Verwendung von hohen Antigenkonzentrationen (20 µg/ml MBP) deutlich ab. Bei 
geringen Antigenkonzentrationen (1 - 10 µg/ml) war dieser Effekt bei 5 - 7 Tage 
kultivierten HSC nicht erkennbar und die T-Zell-Aktivierung blieb nahezu konstant. 
Da aktivierte HSC der Ratte nur eine geringe Menge an MHC-II (RT1B)-Molekülen 
(Abb. 9) exprimieren, scheint eine hohe Antigenkonzentration notwendig zu sein, um 
eine Sättigung des gpMBP-Peptid/MHC-II-Komplexes auf der Oberfläche der HSC zu 
bewirken. Unterschreiten die Antigenmengen den Sättigungsbereich aufgrund der 
geringen MHC-II (RT1B)-Expression, kommt es zu keiner Änderungen der  
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T-Zell-Antwort. Dieser dosisabhängige Effekt war jedoch nicht bei MFB (5d) zu 
erkennen. Da MFB kaum noch die essentiellen MHC-II (RT1B)-Moleküle exprimieren 
(Abb. 9 und Abb. 15), besaßen sie nur sehr geringe antigenpräsentierende 
Eigenschaften (Abb. 9). Zur Bestätigung, dass die T-Zell-Antwort gpMBP/RT1B-
spezifisch ausgelöst wurde, erfolgte eine Kokultivierung von HSC (3d) und  
53/4-Hybridoma-T-Zellen in Gegenwart von gpMBP und eines monoklonalen 
neutralisierenden anti-MHC-II (RT1B, OX-6)-Antikörpers und eines unspezifischen 
Antigens (BSA) für jeweils 48 Std. Zusätzlich wurden HSC (3d) bzw.  
53/4-Hybridoma-T-Zellen separat nur mit dem Antigen (MBP) kultiviert (siehe 4.1.9). 
Weder HSC noch 53/4-Hybridoma-T-Zellen konnten alleine eine IL-2-Sekretion 
auslösen. Auch konnte keine T-Zell-Aktivierung durch das unspezifische Antigen 
(BSA) in der Kokultivierung induziert werden. Die Zugabe eines neutralisierenden 
anti-MHC-II (RT1B)-Ak inhibierte die MHC-II (RT1B)-Restriktion der T-Zelle, was das 
Ausbleiben der T-Zell-Antwort zur Folge hatte. Diese Ergebnisse belegen, dass die 
T-Zell-Antwort MBP/RT1B spezifisch ist und die verwendeten 53/4-Hybridoma-T-
Zellen keine Autostimulation (Abb. 16) bewirken können.  
5.3 Basale MHC-II-Expression und der stimulierende Einfluss 
von IFN- 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte der induzierende Effekt von IFN- auf die  
MHC-II-Moleküle (RT1B, RT1D) bei HSC (Daten nicht gezeigt) bzw. MFB auf RNA- 
(Abb. 10) sowie auf Protein-Ebene (Abb. 11) gezeigt werden. Die Funktion von IFN- 
ist zellspezifisch und kann auf die MHC-II-Expression eine induzierende sowie 
hemmende Wirkung einnehmen [Mach et al., 1996]. In zahlreichen früheren Arbeiten 
wurde gezeigt, dass IFN- auf die MHC-II-Expression bei HSC der Ratte, der Maus 
und des Menschen einen stark induzierenden Effekt einnimmt [Vińas et al., 2003; 
Maubach et al., 2007; Winau et al., 2007; Yu et al., 2004; Jiang et al., 2008]. Wie zu 
erwarten, nahm die antigenpräsentierende Funktionalität bei HSC bzw. MFB in 
Gegenwart von IFN- enorm zu (Abb. 17). Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die 
APZ-Funktionalität stark von der MHC II-Expression (RT1B) abhängig ist.  
Des Weitern konnte weder durch Western-Blot-Analyse (Abb. 17) noch durch 
Immunzytochemie [Maubach et al., 2007] eine MHC-II (RT1B)-Expression in 
aktivierten Ratten-HSC (Daten nicht gezeigt) und MFB unter den basalen 
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Bedingungen nachgewiesen werden. Da aktivierte Ratten-HSC gegenüber den  
L929-RT1B (Positivkontrolle) eine geringere APZ-Funktionalität besitzen (Abb. 12) 
und die MHC-II-Expression auf Proteinebene nicht möglich war, ist davon 
auszugehen, dass Ratten HSC eher eine schwache basale MHC-II-Expression 
besitzen. Diese Expression kann erst mittels sensitiverer Methoden wie z. B. der 
Durchflusszytometrie bei HSC nachgewiesen werden [Vińas et al., 2003; Winau et 
al., 2007].  
Im Gegensatz zu der in vitro APZ-Funktionalität, die für verschiedene Leber-
Zellpopulationen nachgewiesen wurde, scheinen diese Eigenschaften in der Leber in 
vivo anders zu verlaufen, als in vitro-Experimenten vermuten lassen. So zeigten in 
vivo-Studien bei der Maus [Oppen et al., 2009], dass sich intravenös injiziertes, 
Fluoreszenz-markiertes Ovalbumin (OVA) ausschließlich in hepatischen Sinusoiden 
[Limmer et al., 2000] lokalisierte. Ausschließlich die LSEZ der Leber konnten dieses 
lösliche Antigen aufnehmen. Bei allen anderen residenten Leberzellen wie HSC, 
Kupffer-Zellen oder dendritischen Zellen wurde kein aufgenommenes OVA 
nachgewiesen. Diese Ergebnisse sind verwunderlich, da in vitro gezeigt wurde, dass 
diese APZ der Leber endozytotisch OVA aufnehmen können [Winau et al., 2007; 
Maemura et al., 2005].  
5.4 Expression von relevanten APZ-Markern in der gesunden 
und kranken Leber 
 
In diesem Teil der vorliegenden Arbeit sollten spezifische APZ-Marker in zwei 
verschiedenen fibrotischen Rattenmodellen, CCl4 [Akiyoshi und Terada, 1998; 
Armbrust et al., 1997] und BDL [Rioux et al., 1996; Sugihara et al., 1999], untersucht 
werden. Im CCl4-Fibrosemodell der Ratte wurden zusätzlich spezifische Serum-
Lebermarker gemessen, die charakteristisch für die Leberschädigung sind. Bei allen 
behandelten Tieren war die Entstehung einer Fibrose gut zu erkennen. Dies zeigte 
sich durch eine Erhöhung der entsprechenden Serumparameter AST und ALT (Abb. 
18 A) sowie die verstärkte Expression von Kollagen I, das in den mittels Sirius Red 
gefärbten Paraffinschnitten nachgewiesen wurde (Abb. 19). Es konnte im Verlauf 
einer Leberfibrose in diesen zwei fibrotischen Rattenmodellen keine Änderung der 
mRNA-Expression von RT1B und RT1D (- und -Kette) mittels RT-PCR festgestellt 
werden. Die Expression dieser Gene sowie des kostimulatorischen Faktors CD86 
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war in der Leber von gesunden und kranken Tieren identisch. Bei der Expression des 
Genes RT1Bwaren in beiden fibrotischen Tiermodellen starke interindividuelle 
Schwankungen in der Expression zu beobachten. Bei dem kostimulatorischen 
Molekül CD80 war ebenfalls eine hohe Variabilität der mRNA-Expression im Verlauf 
der Fibrose (CCl4-Modell) festzustellen, so dass auch hier keine klare Aussage über 
den Expressionsverlauf möglich ist. In der Literatur ist eine erhöhte 
CD80/CD86/CD40-Expression in der geschädigten Leber des Menschen 
(Gallengangatresie) bereits beschrieben [Kobayashi et al., 2003]. Die Autoren [Baba 
und Doi, 2004] untersuchten ebenfalls die Änderung der mRNA-Expression der  
MHC-II-Gene im durch Injektionen von Schweine-Serum verursachten fibrotischen 
Rattenmodell. Diese Vorgehensweise wurde bei zwei unterschiedlichen 
Rattenstämmen, den hoch immunreaktiven Brown-Norway-(BN)-Ratten  
[Haczku et al., 1995; Uyama et al., 1995] und Wistar-Ratten, durchgeführt. Die  
RT-RCR-Analysen von MHC-II-relevanten Genen zeigten bei den fibrotischen BN- 
Ratten gegenüber den gesunden Tieren (Kontrolltieren) eine signifikante  
mRNA-Expressionserhöhung der Gene RT1B und RT1D. Diese Befunde konnten bei 
Wistar-Ratten nicht bestätigt werden. Unter Verwendung der Microarray-Analyse 
zeigte sich jedoch bei beiden Rattenstämmen eine signifikante MHC-II (RT1B und 
RT1D)-Erhöhung in fibrotischen Tieren. Somit scheinen grundsätzlich Unterschiede 
in der Expression von MHC-II-Molekülen in fibrotischen Modellen vorzuliegen. Diese 
unterschiedliche Expression variiert allerdings in den untersuchten Rattenstämmen 
und lässt sich im Einzelfall nur durch Verwendung sehr sensitiver Methoden 
detektieren. 
Neben der mRNA-Expression wurde in der vorliegenden Arbeit auch die  
Protein-Expression von RT1B in beiden genannten fibrotischen Rattenmodellen 
untersucht. In der gesunden Leber ist die RT1B-Expression kaum bzw. sehr gering 
nachweisbar. In beiden Fibrosemodellen (BDL und CCl4) steigt die Expression 
allerdings während der Leberfibrose stark an (Abb. 22 und Abb. 23).  
Bei 7- bis 14-tägiger BDL ist die RT1B-Expression konstant nachweisbar (Abb. 22). 
Im CCl4-Modell konnte eine erhöhte RT1B-Expression bei bis zu 4 Wochen  
mit CCl4 behandelten Ratten in der Western-Blot-Analyse und in der 
immunhistochemischen Färbung gezeigt werden. Dies entspricht einer milden 
Fibrose [1. Grad der Fibrose, Knodel und Ishak, 1981]. Die höchste RT1B- und 
Desmin-Expression entsprach einer maximal ausgeprägten nekroinflammatorischen 
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Veränderung in der Leber (innerhalb der ersten Woche der CCl4-Behandlung). Die 
weitere Entwicklung der Leberfibrose wurde durch die Verminderung der  
RT1B-Expression charakterisiert. Die gleiche Veränderung der Desmin-Expression 
wurde bei der Entwicklung der CCl4-induzierten Leberfibrose beobachtet. Durch 
zelltyp-spezifische immunhistochemische Färbungen wurde der Leberzelltyp mit 
hoher RT1B-Expression näher charakterisiert. Die Lokalisation der Desmin-positiven 
Zellen entspricht der Lokalisation der RT1B-positiven Zellen. Da Desmin ein 
spezifischer Marker für aktivierte HSC ist, kann man den verantwortlichen Zelltyp als 
HSC identifizieren. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit anderen Arbeiten, die 
ebenfalls zeigen, dass in vivo aktivierte HSC in der fibrotischen Leber eine verstärkte 
MHC-II-Expression aufweisen [Vińas et al., 2003]. Es besteht somit eine Korrelation 
zwischen der Transdifferenzierung (Desmin-Expression, EZM-Produktion) und der 
RT1B-Expression. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass HSC vermutlich 
nicht nur eine profibrotische Funktion (EZM-Homöostase) haben, sondern 
möglicherweise auch eine Rolle bei immunologischen Prozessen in der gesunden 
und der fibrotisch veränderten Leber spielen. 
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